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EFFECTS EVALUATION OF Azospirillum brasilensis INOCULATION ON
PEPPER (Capsicum annum L.VAR. TROMPA DE ELEFANTE) SEEDS
GERMINATION AND PLANTS EMERGENCE

SUMMARY

Rhizopheric bacteria inoculation technique is able to enhance crops performance, in several
ways, from the early germination phase to their later development stages. That determines yield
increases. _Azospirillum is considered as a plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) since it is
an atmospheric nitrogen fixing microrganism and it is, also, able to synthesize plant growth
regulators. It was reported that inoculated cereal seeds showed a higher germination percentage and
increased plant dry matter, due to the bacterial production of plant growth promoting substances as
Indol 3-acetic acid, citocinnins, giberelins and siderophores. This kind of substances induces lateral
roots formation and growth, also increases root hair amount and length, therefore root volume
obtained is bigger. This fact allows a nutrient and water higher root absorption potential. This
enhanced absorption potential represents an advantage for arid and semiarid zones crops survival
and growth. Pepper (Capsicum annunm L. var. trompa de elefante) is one of the main alternative
crop for argentine north wesr farmers.

Due to the regional importance of this crop and to evaluate techniques for improving its yield, this
work was carried out. The objective of this work was to determine _Azospirillum brasilensis

inoculation effects on Pepper seed germination and plant emergence and growth.
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Results showed higher seed germination and plant emergence percentage in Agospirillum brasilensis
inoculated treatments.

In some parameters as dry matter and germination petcentages high significant differences were
found.

It is possible to conclude that Agospirillum brasilensis seeds pepper inoculation is an useful technique

for seeds germination percentage and plant performance improve.

KEYS WORK: Azospirillum brasilensis, PGPR, Capsicum annuum

RESUMEN

La practica de la inoculaciéon con bacterias rizosféricas puede aportar diferentes
beneficios a los cultivos desde el momento de la germinacion hasta los estadios de su desarrollo
posterior, lo que determina incrementos en la produccion primaria. El Azospirillum, es una
rizobacteria considerada promotora de crecimiento vegetal por su capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico y producir fitohormonas y otros reguladores del crecimiento vegetal. Se conoce que
esta bacteria, inoculada a semillas de cereales, aumenta el porcentaje de germinacion y la
biomasa debido a que produce sustancias promotoras del crecimiento de las plantas, tales como
acido indol acético, citocininas, giberelinas y sideréforos, sustancias que estimulan la aparicion
de raices laterales, aumentan la densidad y la longitud de los pelos radicales, incrementando asi
el volumen radical; lo que permite que el potencial de absorcion de nutrientes y agua se eleve,
beneficio que en el caso de cultivos de zonas aridas y semiaridas, constituye una ventaja atn
mayor.

El pimiento pimentonero (Capsicum annuum L. var. trompa de elefante) constituye una de las
principales alternativas de produccion de productores minifundistas del noroeste argentino.
Dada la importancia de este cultivo en la region y a los fines de optimizar su produccion, se fijo
el objetivo de determinar la influencia de la bacteria Azospirillum brasilensis sobre la
germinacion, emergencia y desarrollo de plantines de pimiento pimentonero. Los resultados
indicaron que los tratamientos inoculados con Azospirillum brasilensis, mostraron un mayor
porcentaje de semillas germinadas que los restantes tratamientos. También se observo un mayor
porcentanje de emergencia en los tratamientos inoculados. Estos resultados obtenidos en las
condiciones ensayadas nos muestran en general cierta preponderancia, y en algunos parametros
diferencias estadisticas altamente significativas para los tratamientos inoculados, por lo que se

concluye que la inoculacion de semillas de pimiento pimentonero (Capsicum annum L. Var.
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Trompa de elefante) con la bacteria Azospirillum brasilensis constituye una metodologia
econdémicamente posible que puede optimizar la germinaciéon y producir una mejor respuesta en

el desarrollo de plantines.

PALABRAS CLAVES: Azospirillum brasilensis, PGPR, Capsicum annuum

INTRODUCCION

Pocos cultivos tienen un uso tan universal como el pimiento (Capsicum annum L.) en sus
variados tipos de frutos dulces o picantes utilizados como especia o como hortaliza (Nuez et al,
1998). En el noroeste de nuestro pais, el pimiento pimentonero (Capsicum annuum L. var.
trompa de elefante) constituye una de las principales alternativas de produccion de productores
minifundistas de la region, se cultiva en los valles y bolsones bajo riego alcanzando una
superficie cultivada de alrededor de 1.200ha (Paunero, 2001).

Algunas especies vegetales muestran indeseables condiciones de germinacion, como una
gran variacion en el tiempo entre el momento de siembra y la emergencia, y pueden presentar
bajos porcentajes finales de germinacion (Killian et al, 1999). En el pimiento se puede observar
una cierta disparidad en la energia germinativa en un mismo lote de semillas (Pilatti y Favaro,
2000) por lo que se han probado diversas sustancias con el objetivo de optimizar la
germinacion, la mas usada es una solucion al 0,2% de KNOj; disuelto en agua (I.S.T.A., 1993).

Diversas bacterias rizosféricas son actualmente utilizadas como biofertilizantes. La
practica de la inoculacién puede aportar diferentes beneficios a los cultivos en el momento de la
germinacion y en los estadios de su desarrollo posterior, lo que determina incrementos en la
produccién primaria.

Entre las bacterias del suelo de vida libre, se encuentra el género Azospirillum,
rizobacteria considerada promotora de crecimiento vegetal por su capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico y producir fitohormonas, produccion de sider6foros y mejoramiento del sistema de
absorcion radical y relacion agua/planta. (Tarrant, 1978; Dobereiner, 1991; Okon y Labandera,
1994; Baldani, 1999; Cassan, et al., 2003).

La inoculacion de semillas de cereales con la bacteria Azospirillum puede incrementar la
germinacion y la biomasa del cultivo (Bellone, 1997). Esto es debido a que Azospirillum
produce sustancias promotoras del crecimiento, tales como acido indol acético, citocininas,

giberelinas (Monzon de Asconegui, 2003; Cacciari et al, 1989), sustancias que estimulan la
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densidad y largo de los pelos radicales, la aparicion de raices laterales y el volumen radical; esto
permite que el potencial de absorcion de nutrientes y agua se eleve, beneficio que en el caso de
los cultivos de zonas aridas y semidridas constituye una ventaja aun mayor.

La introduccion, por medio de la inoculacion de rizobacterias promotoras del crecimiento
de las plantas (PGPR) se perfila como una tecnologia econémica para incrementar la produccion
de cultivos y a su vez, reducir el uso masivo de fertilizantes con la consiguiente proteccion al
agroecosistema. Numerosos experimentos de campo confirman el efecto beneficioso de la
inoculacion de Azospirillum sp. sobre diferentes cultivos (Bashan, 1993; Okon y Labandera,
1994; Fornasero, et al., 2001; Puente y Perticari, 2001; Iglesias, 2001; Fernandez Hernandez, et
al., 2000).

Dada la importancia de este cultivo en la regién y en especial por sus perspectivas de
exportacion, es necesario trabajar en la optimizacion de su produccion y se fijé como objetivo,
determinar la influencia de Azospirillum brasilensis sobre la germinacion y emergencia de

plantines de pimiento pimentonero (Capsicum annuum L. var. trompa de elefante)

MATERIAL Y METODO

Bioensayo de germinacion

En este bioensayo de germinacion se trabajoé con semillas de pimiento pimentonero
(Capsicum annum L. variedad trompa de elefante) y dos cepas de Azospirillum brasilensis, la
cepa Pi 3 aislada de la endorizésfera de Pimiento y Op 8 aislada de la endorizésfera de Tuna
(Opuntia ficus indica).

Se establecio un disefio completamente aleatorizado de 4 tratamientos, con 4 repeticiones
de 50 semillas cada uno. Los tratamientos fueron:

T1. Semillas tratadas con A. brasilensis Pi 3;

T2. Semillas tratadas con 4. brasilensis Op §;

T3. Semillas tratadas con KNO;

T4. Tratamiento testigo, semillas tratadas con agua destilada estéril.

En los tratamientos inoculados con Azospirillum brasilensis se utilizaron cultivos de 72 h.
en el medio MPSS caldo, con titulos de 6,125 x 10 ° azosp/ml de la cepa Pi 3 y de 9,65 x 10
azosp./ml de la cepa Op 8 seglin recuento microscopico en camara de Neubauer. En el
tratamiento T3 se utiliz6 una solucion acuosa de KNO; al 0,2 % (I.S.T.A., 1993). Se colocaron
las semillas en cajas de Petri estériles con papel de filtro y se las incubo a 28°C. Se registro el

numero de semillas germinadas diariamente.
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Bioensayo de emergencia

Se llevd a cabo en bandejas de plastico transparentes (de 23x 16 x 10 cm), con sustrato
estéril de Terra Fertil en solario a una temperatura de 28 °C y con un diseflo completamente
aleatorizado.

Se utilizo semillas de pimiento pimentonero de la variedad trompa de elefante y la cepa
de Pi 3 de Azospirillum brasilensis, aislada de la endorizésfera de pimiento (Capsicum annum).

Se realizaron 4 tratamientos con 3 repeticiones. Se sembraron 100 semillas por bandeja
(300 por tratamiento). Los tratamientos aplicados fueron:

I 1: Inoculado en el momento de la siembra

I 2: Inoculado en el momento de la siembra méas una segunda inoculacion a los 7 dias

I 3: Inoculado a los 7 dias de la siembra

T: Testigo sin inocular.

Los tratamientos con inoculacion inicial se los realizd con un cultivo de Azospirillum
brasilensis de 72 hs. en medio MPSS caldo con un titulo de 1,23 x 10’ azosp./ml., el cual se
afladi6é en razén de 20 ml por repeticion. Los tratamientos con inoculacion a los 7 dias de la
siembra, se les agregd sobre la linea de siembra 20 ml. del cultivo de A. brasilensis de 72 hs.
con un titulo de 1,2 x 10® azosp./ml.

El sustrato estéril de las bandejas, de alto contenido de materia organica, se le efectué un
riego a saturacion, previo a la siembra y luego se realizaron riegos periodicos.

Se registro peridodicamente: -numero de semillas emergentes, realizandose el primer
conteo a los 7 dias de la siembra y el conteo final a los 14 dias (I.S.T.A., 1993); - nimero de
nomofilos; - altura de plantulas y - peso seco.

Los datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS 9.0 para Windows. El cual
se inicid con la estadistica descriptiva, luego la estadistica inferencial utilizando como
herramienta un tets de hipoétesis, determinando la significacion estadistica con el método del p-

valor.

RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayo de germinacion

La primera semilla germinada se detectd a las 72 hs. de iniciado el ensayo, en el
tratamiento con Pi 3. Los tratamientos con Op 8, Pi 3 y agua destilada presentaron similares
velocidades de germinacion. En cambio, la germinacion de las semillas tratadas con KNOs fue

muy lenta, al séptimo dia germin6 menos del 5 %. (Gréfico 1)
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GRAFICO N°1: Dinamica de la germinacion de semillas de pimiento.

CUADRO N°1: Germinacion de pimiento: datos medios y porcentajes por dia.

Tiempo Agua destilada KNO; Op8 Pi3

(dias) media % media % media % media %
3 - - - - - - 0,25 0,5
4 2,5 5 0,25 0,5 1,75 3,5 1,25 2,5
5 5,25% 10,5 0,25 0,5 4,25% 8,5 3,50 7,0
6 TE* 14 0,5 1 8,00%** 16 5,50% 11,0
7 9,75%%* 19,5 2,25 4,5 13,25%* 26,5 8,75% 17,5
8 13,25%* 26,5 4,5 9 16,75%* 335 13,25% 26,5
11 19,5%* 39 14 28 22,00% 44 24,25 49,5
14 22,25 44.5 19 38 23,75 47,5 25,75 51,5
18 23,75 47,5 21 42 25,50 51 27,00 54

Seglin las normas de la Asociacion internacional para pruebas de semillas (I.S.T.A.,

1993) el primer conteo de semillas germinadas de pimiento debe realizarse a los 7 dias y el

conteo final a los 14 dias de iniciado el tratamiento para obtener el porcentaje de germinacion

total. Por lo que el andlisis estadistico de comparacion de medias entre los tratamientos se

realizd con los datos obtenidos en ese periodo, en el cual no se obtuvieron diferencias

significativas entre los tratamientos planteados, en lo que se refiere al nimero de semillas

germinadas. Pero si se pudo observar que con la inoculacion con Azospirillum brasilensis, en

especial con la cepa Pi 3, mostraron un mayor porcentaje final de semillas germinadas, siendo

este incremento del orden del 12% con respecto al tratamiento con KNO; y de 6,5 % mas que en

el tratamiento testigo.
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En el analisis estadistico de diferencias de medias se determiné diferencias significativas
y altamente significativas entre el tratamiento con KNO; y los tres restantes entre el quinto y el
décimo primer dia, pasado este periodo disminuyen estas diferencias sin llegar a ser
significativas. (Graficos Boxplot 2 y 3).

Es importante destacar que en las semillas inoculadas, y en especial las inoculadas con la
cepa Pi 3, no se observaron signos de infeccion fingica, a diferencia de las semillas tratadas con
KNO; y con agua destilada que a partir del sexto dia y en forma paulatina mostraron un gran

desarrollo de micelio fungico.
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Tratamientos

GRAFICO N°2:Ntmero de semillas germinadas. GRAFICO N°3: Numero de semillas
a los 7 dias. germinadas a los 14 dias.

Bioensayo de emergencia

En este ensayo, los resultados del cuadro N° 2 de porcentajes de semillas emergentes a los
7 dias no muestran ninguna diferencia entre tratamientos. A los 14 dias se observa una leve
diferencia a favor de los tratamientos inoculados 2 y 3, y el testigo e inoculado 1, sin embargo
esas diferencias no alcanzan a ser estadisticamente significativas.

El nimero de nomofilos evaluados a los 14 dias tampoco mostrd diferencias estadisticas
entre los tratamientos, no obstante, los tratamientos inoculados presentaron un mayor nimero de

nomofilos que el testigo.
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CUADRO N° 2: Porcentajes de emergencia de plantulas y N° de nomofilos.

Tratamientos Testigo Inoculado 1 Inoculado 2 Inoculado 3
7 dias | 14 dias | 7 dias | 14 dias | 7 dias | 14 dias | 7 dias | 14 dias
EMERGENCIA
% 19.33 | 763 18.66 78.6 16.6 85.6 14.3 81.6
N ° DE NOMOFILOS - 23.66 - 30.66 - 25.0 - 28.66

Las evaluaciones de alturas de plantines (grafico N° 4) realizadas a partir del dia 20 de
iniciado el ensayo, mostraron desde su inicio, una leve preponderancia del tratamiento 2
(Inoculado en siembra y a los 7 dias), que luego se acentud en funciéon del tiempo con un
resultado final a los 40 dias, momento en que se define una diferencia estadistica altamente
significativa para este tratamiento; mientras que en los tratamientos testigo (T) e inoculado en
el momento de la siembra (I 1) no se observaron diferencias y tienen el mismo comportamiento.

El tratamiento I 3 (inoculado a los 7 dias) es el que revela los valores mas bajos en altura de

plantines.
14
12
10 =
8 d TESTIGO
Cm
L —INOC .1
6
L. INOC.2
---INOC.3
4
7 de abril 10 de abril 14 de abril 21 de abril 24 de abril
tiempo

GRAFICO N°4: Dindmica del crecimiento en altura de plantines de pimiento (Capsicum
annuum L).
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CUADRO N° 3: Valores medios de Altura y Peso seco de plantines de pimiento (Capsicum
annuum) a los 40 dias de emergencia.

Variable Testigo Inoculado 1 Inoculado 2 Inoculado 3

(en siembra) (en siembra y a los 7 dias) | ( alos 7 dias)

Altura (cm) 9.35 9.40 11.77 (* %) 8.40

Peso Seco (gr) | 0.08 0.08 0.11 (* *) 0.15 (* *)

Los valores medios de Peso Seco resultaron con diferencias altamente significativas para
los tratamiento I 2 e I 3 con respecto a los otros dos tratamientos. Estos resultados acompafian
los valores de altura media del tratamiento I 2 marcando las diferencias de este tratamiento con
respecto a los demads; sin embargo, el tratamiento I 3 que tiene los valores medio mas bajos en
altura revelan los valores medios mas altos en peso seco. Estos resultados podrian estar ligados
a un mayor crecimiento de la masa radical en este tratamiento (Cuadro N°3).

Estos resultados indicarian que la inoculacién posterior a la siembra es mas eficiente, ya
que los tratamientos I 2 e I3 presentaron la mejor evaluacion en los parametros altura y peso
seco (Foto 1 y 2).

Hay que tener en cuenta que los valores de peso seco en este estadio de la planta
constituye un parametro de gran importancia, ya que el aumento del peso de los mismos,

implica tener un plantin en mejores condiciones para el transplante.

FOTO 1: Altura de plantines de pimiento a FOTO 2: Desarrollo radical de plantines
los 40 dias. de pimiento a los 40 dias.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en las condiciones ensayadas muestran en general cierta
preponderancia, y en algunos parametros diferencias estadisticas altamente significativas para
los tratamientos inoculados, por lo que se concluye:

e La inoculacion de semillas de pimiento pimentonero (Capsicum annum L. Var. Trompa de
elefante) con la bacteria Azospirillum brasilensis constituye una metodologia econdémicamente
posible que puede optimizar la germinacion en lo que se refiere a velocidad, uniformidad y
porcentajes finales; caracteristicas que influyen directamente en el futuro productivo del cultivo.
e La inoculacion repetida con Azospirillum brasilensis, en semilla y a los siete dias
posteriores a la siembra, produce una mejor respuesta en el desarrollo de plantines de pimiento

pimentonero (Capsicum annuum L var. trompa de elefante)
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