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RESUMEN. Las rizobacterias promueven el crecimiento vegetal e inducen la acumulacion de proteinas de defensa, por lo
que el objetivo fue cuantificar la produccion de acido indolacético (AlA) en cinco aislados de Bacillus spp. Los aislados con
mayor produccion de AlA se usaron para evaluar la germinacién, crecimiento e induccion de las B-glucanasas en plantulas
de chile habanero. Los aislados CBRF5, CBRF12 y CBCC57 produjeron AlA desde las 24 h de incubacién con 6.66, 7.95
y 7.05 ug mL~!, respectivamente. Los aislados CBCC57 y CBRF5 disminuyeron el porcentaje de germinacién, mientras
que CBRF12 no tuvo efecto significativo. Los aislados CBCC57 y CBRF12 aumentaron el area foliar y biomasa seca en las
plantulas. Se observd aumento significativo en la actividad de B-glucanasas con el aislado CBCC57 en relacion a CBRF12
y CBRF5. Los resultados muestran que Bacillus CBRF12 y CBCC57 tienen potencial como promotoras del crecimiento de
plantulas de chile habanero.

Palabras clave: Acido indolacético, chile habanero, indice de calidad, rizobacterias.

ABSTRACT. Rhizobacteria promote plant growth and induce accumulation of defense proteins, so the objective of this
study was to quantify the production of indoleacetic acid (IAA) in five isolates of Bacillus spp. The isolates with the highest
IAA production were used to evaluate germination, growth and induction of B-glucanases in habanero pepper seedlings.
Isolates CBRF5, CBRF12 and CBCC57 produced IAA from 24 h of incubation with 6.66, 7.95 and 7.05 ug mL-—!, respec-
tively. Isolates CBCC57 and CBRF5 decreased the germination percentage, while CBRF12 had no significant effect. Isolates
CBCC57 and CBRF12 increased leaf area and dry biomass in the seedlings. A significant increase in B-glucanase activity
was observed with isolate CBCC57 in relation to CBRF12 and CBRF5. Results show that Bacillus CBRF12 and CBCC57
have potential as growth promoters of habanero pepper seedlings.

Key words: Indoleacetic acid, habanero pepper, quality index, rhizobacteria.

INTRODUCCION

El cultivo de chile habanero (Capsicum chi-
nense Jacq.), es un producto de importancia
econdmica, debido a su consumo fresco y como ma-
teria prima para la elaboracion de productos indus-
triales. Tradicionalmente su manejo agronémico se
basa en el uso de fertilizantes de origen quimico,
asi como en el control de plagas y enfermedades
(Castillo-Aguilar et al. 2015). Un manejo de cultivo
con menor impacto ambiental podria lograrse con el
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uso de microorganismos rizosféricos, que son benéfi-
cos para las plantas; por ejemplo, varias especies de
Bacillus son rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (RPCV). Dentro de los mecanismos involu-
crados en la promocién del crecimiento vegetal, se
encuentra la produccién de fitorreguladores como las
auxinas; principalmente el acido indolacético (AlA).
El AIA induce la deformacién y el aumento de pe-
los radicales logrando mayor captacion de nutrientes,
promoviendo el crecimiento y el rendimiento de los
cultivos (Park et al. 2005). Al respecto Bacillus pro-
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duce AIA en niveles de entre 3.1y 21.6 umL™! alas
16 h de incubacién (Ji et al. 2014), lo que permite
considerarlos como potenciales RPCV. Se ha obser-
vado que B. subtilis aumenta el porcentaje de emer-
gencia y promueve el crecimiento de la planta de to-
mate (Cabra-Cendales et al. 2017) y el crecimiento
de chile (Pefia-Yam et al. 2016).

Las RPCV tienen la capacidad de inducir
mecanismos de resistencia sistémica inducida (RSI),
gue depende de la sefalizacion de acido jasménico y
etileno, y la resistencia sistémica adquirida (RSA)
mediada por el &cido salicilico, cuya accién prin-
cipal se refleja en la disminucién de sintomas de
las enfermedades (Samaniego-Gamez et al. 2017).
En el caso de Bacillus las evidencias indican que
puede activar la RSI, B. cereus activa mecanismos
de RSl y RSA en Arabidopsis thaliana por medio de
la sefalizacion simultanea del jasmonato y el etileno,
y la activacién de la ruta del acido salicilico (Niu et al.
2011). Por otra parte, Bacillus también induce acu-
mulacion de proteinas relacionadas con patogénesis
(PR), en ensayos enzimaticos en remolacha tratada
con B. mycoides increment6 la actividad de las pro-
teinas PR, como las quitinasas, -1, 3-glucanasas
y peroxidasas, lo que es un indicador de resistencia
sistémica (Bargabus et al. 2002). Por lo anterior, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de
tres aislados nativos de Bacillus como promotores
del crecimiento en plantulas de chile habanero y de-
terminar su efecto en la actividad enzimatica de las
glucanasas.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos utilizados

Se utilizaron cinco cepas de Bacillus aisladas
de muestras de suelos en el estado de Yucatén,
México. Las bacterias se resembraron en agar nutri-
tivo (AN) y se verificd las caracteristicas de la clase
Bacilli, morfologia de forma bacilar, Gram positivas,
formacion de esporas y reaccién catalasa positivo.

Produccion de acido indolacético
Se determiné la produccién de auxinas, como

equivalente de acido indolacético (AlA) de cinco ais-
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lados de Bacillus spp., las bacterias se cultivaron en
caldo nutritivo (CN) suplementado con L-triptéfano a
una concentracion final de 1 mg mL~!, a 30 °C y 200
rom durante 72 h. Posteriormente, se recupero el
sobrenadante cada 24 h por centrifugacién a 10 000
rpm durante 15 min. Al sobrenadante obtenido se le
cuantificé la produccion de AlA utilizando el reactivo
de Salkowski (98.5 mL de H,SO4y 1.5 mL de 0.5 M
FeCls). A1 mL del sobrenadante se le adicioné 2 mL
del reactivo y se incubd en condiciones de obscuri-
dad a temperatura ambiente durante 30 min (Meudt
y Gaines 1967). Se realizaron tres repeticiones por
aislado bacteriano. La concentracion se determin6 en
un espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda
de 535 nm utilizando una curva estandar de AlA.

Pruebas de germinacion de semillas de chile ha-
banero

Para la prueba de germinacion, las semillas
se sumergieron en 2% de HCIO4 durante 3 min
seguido de tres lavados con agua destilada estéril.
Las semillas se inocularon con la suspensién de cada
aislado bacteriano (1 x 103 UFC mL~!) y se mantuvo
en agitacién a 120 rpm durante 1 h, se retird y dej6é
secar. Se utilizaron tres aislados bacterianos y un tes-
tigo sin inoculacién bacteriana que consistié de solu-
cién salina estéril. Posteriormente, se colocaron 20
semillas en cajas Petri de 90 x 15 mm con papel filtro
humedecido con agua destilada estéril, considerando
10 repeticiones por tratamiento y la caja como la
unidad experimental. Con el conteo de semillas que
presentaron protrusion se calculé el porcentaje de
germinacion, tiempo medio de germinacion y la ve-
locidad media de germinacién de acuerdo con Ranal
et al. (2009). Los tratamientos se distribuyeron bajo
un disefilo completamente al azar, para el andlisis de
los datos los resultados en porcentaje se transfor-
maron con la formula arcoseno+/x/100.

Promocion de crecimiento en chile habanero
Para las pruebas de promocién del
crecimiento, las semillas de chile habanero se inocu-
laron por inmersién en una suspension de bacteriana
(1 x 108 UFC mL~') a 30 °C y 120 rpm durante 1 h.
Las semillas inoculadas se sembraron en charolas de

DOI: 10.19136/era.a6nl6.1801
ISSN: 2007-9028
E. ISSN: 2007-901X


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

COSISTEMAS
Y
CURSOS
ROPECUARIOS

poliestireno de 200 cavidades con una mezcla estéril
de suelo y cosmopaet (50:50), a los 30 dias se deter-
mind el diametro del tallo, altura de la planta, biomasa
seca y el area foliar con un Medidor de Area Li-Cor
3100. Posteriormente, las plantulas se trasplantaron
de forma individual en vasos de poliestireno de 900
mL que contenia 120 g de la mezcla de suelo y cos-
mopaet (50:50), realizando una segunda inoculacion
en la base del tallo de la plantula con 5 mL de suspen-
sion bacteriana (1 x 103 UFC mL~!). Como testigo se
utilizaron plantulas sin inoculacién bacteriana, en to-
dos los tratamientos se utilizaron cinco repeticiones.
Estas plantas se utilizaron para determinar los indices
de calidad y la produccién de B-glucanasas.

indice de calidad

Para integrar los valores obtenidos en el
crecimiento de las plantas, a los 45 dias después
del trasplante se determiné el indice de Calidad de
Dickson (ICD) calculado como el cociente entre el
peso seco total y la sumatoria del indice de esbeltez
(IE, cociente entre la altura y el didmetro del tallo), y
el peso seco aéreo/peso seco radical (Dickson et al.
1960).

Determinacion de actividad B-glucanasas

El contenido de proteinas y la actividad
enzimatica de glucanasas en las plantulas de chile
habanero se realizd a las 24 y 72 h después de la
segunda inoculacion. Para la extraccion del extracto
proteico se utiliz6 1 g de hojas frescas que se macero
con nitrégeno liquido, adicionando 2 mL del amor-
tiguador de extraccion (0.1 M de acetato de sodio, pH
5.2) (Rodriguez et al. 2004). El macerado se cen-
trifug6é a 14 000 rpm por 10 min a 4 °C y se recuperé
el sobrenadante. La actividad de la B-1,3-Glucanasa
se determiné con la medicién de azucares reduc-
tores con 1% de laminarina como sustrato (Abeles
y Forrence 1970), se utilizé6 100 uL de sustrato a un
volumen final de 500 uL en 0.05 M de citrato de sodio
pH 5.0. Para el blanco el extracto se incub6 a bafio
maria a 100° C durante 5 min. Las muestras se in-
cubaron a 37° C, por 1 h. Posteriormente, se determi-
naron azucares reductores (Miller et al. 1959), agre-
gando 1.5 mL de DNS (acido 3, 5-dinitrosalicilico), las
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muestras se colocaron a bafio maria a ebullicién por
5 min y se enfriaron en hielo. Se ley6 la absorban-
cia a 492 nm y la concentracion se calculé con una
curva estandar de glucosa. La cuantificacién de pro-
teinas se realiz6 por el método de Bradford (1976) uti-
lizando como curva estandar albumina sérica bovina.
Una unidad de actividad enzimatica (UE) se expresé
como umol de glucosa producido por mg~! de pro-
teina. Se utilizé un disefio completamente al azar, los
datos obtenidos se sometieron a analisis de varianza
(ANAVA) y pruebas de comparacion de medias de
Tukey (o = 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se utilizaron cinco cepas de Bacillus, las
cuales produjeron AIA entre 4.84 y 8.59 ug mL~!
(Tabla 1). Los aislados CBRF12, CBCC57 y CBRF5
fueron los que mostraron mayor produccion de AlA.
La produccion de AIA se observé desde las 24 h
de incubacion, en donde se mantuvo de forma con-
stante, sin embargo, en el caso del aislado CBRF5
se observo una disminucion significativa a las 72 h
con relacion a las 48 h. Los valores obtenidos es-
tan dentro del rango reportado para cepas de Bacillus
(Luna et al. 2013). El AlA es uno de los metaboli-
tos secundarios producidos por bacterias y es abun-
dante durante la fase estacionaria del crecimiento
celular (Wahyudi et al. 2011), la produccién de AlA
se detectd desde las 24 h de incubacion, este tiempo
puede ser suficiente para estudios preliminares en la
deteccion de Bacillus productores de AlA. La produc-
cién de AIA es un indicador del potencial de las ri-
zobacterias como promotores de crecimiento, ya que
estimula el desarrollo del sistema radical de la planta
hospedera (Patten y Glick 2002).

El porcentaje de germinacién fue significati-
vamente mayor en las semillas inoculadas con el
aislado CBRF12 y el testigo, comparado con lo ob-
servado en las semillas tratadas con los aislados
CBCC57 y CBFRF5 en los que se detecté disminu-
cién del porcentaje de germinacion. La inoculacién
con CBRF12 mostré menor tiempo de germinacién y
mayor velocidad de germinacién en comparacién con
la inoculacion de los aislados CBCC57 y CBFRF5
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Tabla 1. Cuantificacién de acido indol acético producido por aislados de
Bacillus spp. en medio caldo nutritivo suplementado con L-triptéfano.

Acido indolacético (ug mL~1!)

Aislados 24h 28h 72h
CBRF12 7.95 + 0.55¢ 859 +0.27¢ 7.83+0.73¢
CBCC57 7.05 + 0.98¢ 8.36 +1.86¢  7.57 + 1.51¢
CBRM19 491 +0.47° 490 +0.09°  5.20 4+ 0.07°
CBMT2 484 +0.83" 4734+0.13"  4.1340.32°

CBRF5 6.66 £ 0.11¢ 6.77 £ 0.29» 593 + 0.42%
Medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente
diferentes (Tukey, 0.05).

(Tabla 2). Al respecto, Luna et al. (2013) reportan
que la aplicacién de Bacillus sp. MAQO6 en pimiento
aumento el porcentaje de germinacién en un 8.0%,
pero tres cepas de Bacillus no mostraron diferencia
significativa con relacién a las semillas sin inocular.
Mientras que Diaz-Vargas et al. (2001) reportaron el
efecto de rizobacterias en la germinacion de semillas
de lechugas, incrementando la germinacién el 76.6%
de las cepas, 10% no tuvieron efecto y 13.3% la re-
dujeron, por lo que las rizobacterias podrian tener
otros mecanismos o metabolitos que afecten la ger-
minacién de semillas. En tanto que Wahyudi et al.
(2011) reportan que las cepas de Bacillus spp. pro-
ductoras de AIA podrian tener efectos negativos en la
germinacién de semillas, debido a la complejidad de
la interaccién entre la bacteria productora de AlAy el
proceso de germinacion, lo que puede dar estos re-
sultados diferenciales en la germinacién de semillas
por la aplicaciéon de rizobacterias. Al respecto, Shu
et al. (2016) mencionan que el balance entre gibere-
linas y acido abscisico determina principalmente la
induccién de la germinacion de semillas y que el AIA
inhibe la germinacién al reprimir la accién del acido
giberélico (AG). Por lo que coinciden los resultados
de inhibicion de la germinacién observados con los
aislados CBCC57 y CBFRF5. Esto puede deberse,
a que las semillas no latentes como las utilizadas
en este estudio (93% de germinacién en el testigo),
responden de manera diferente a la presencia de con-
centraciones externas de AlA y otros reguladores de
crecimiento vegetal. Sin embargo, las pruebas de
geminacion nos permiten seleccionar cepas que no
afecten de forma negativa este proceso y presentar
un efecto posterior a la germinacién de semillas.
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Tabla 2. Efecto en la germinacién de semilla de chile habanero inocu-
ladas con Bacillus spp.

Aislados G (%) 7(d) o)
CBCRF12 965 +4.1° 5.86 & 0.44° 0.172 £ 0.0137

CBCC57 67.0 + 15.17 7.16 +0.77¢ 0.141 £ 0.015%
CBFR5 44.0 + 15.6¢ 7.37 + 0.42¢ 0.136 + 0.008¢
Testigo 93.5 + 8.5¢ 6.52 + 0.81%¢ 0.155 4 0.018

G = germinacion, f = tiempo medio de germinacioén, v = tasa media de
germinacién, Medias con letras iguales en la misma columna no son
estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

En los ensayos de promocion de crecimiento
a nivel de plantulas de chile habanero, se observo
diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamien-
tos, los aislados CBCC57 y CBRF12 promovieron el
crecimiento en altura de planta y area foliar. Para la
produccion de biomasa seca se observé efecto signi-
ficativo en el aislado CBCC57 con respecto al testigo
(Tabla 3). Al respecto, Kokalis-Burelle et al. (2002)
encontré que la formulacion LS256 (Bacillus subtilis
GBO3 y B. pumilis INR7) promovi6 el crecimiento del
tallo, raiz y parte aérea en plantulas de chile. Con
respecto al aislado Bacillus CBCC57 se observé un
incremento del 33% en peso seco.

El indice de calidad de Dickson, es un
parametro que combina informacion del indice de es-
beltez y la relacidon parte aérea y raiz con el peso total
de la planta, por lo que un mayor indice representa
plantas de mejor calidad (Diaz et al. 2013). En los
aislados CBCC57 y CBRF12 que tuvieron un indice
de Dickson mayor al testigo, indica que estos aislados
promovieron el crecimiento (Tabla 3). Por lo que los
indices de calidad podrian dar una estimacion mas
confiable para determinar el efecto de bacteria en la
promocién de crecimiento, ya que el peso fresco de la
planta es impreciso (Huang et al. 2017). En la deter-
minacién de B-glucanasas, no se observaron diferen-
cias significativas entre las plantulas inoculadas con
Bacillus spp. y las plantulas testigos. Pero se observé
un aumento significativo en la actividad enzimatica de
glucanasas con la inoculacién del aislado CBCC57
en comparacion con los aislados CBRF5 y CBRF12,
a las 24 y 72 h después de la segunda inoculacion
(Tabla 4). Se tuvo mayor cambio en la glucanasas en
los aislados CBCC57 y CBFRF5 entre las 24y 72 h,
al respecto Seo et al. (2012) indica que las enzimas
PR tienen variacién con el tiempo. La inoculacién
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Tabla 3. Variables de crecimiento e indice de calidad en plantulas de chile habanero inoculadas con Bacillus spp.

Aislados DT (mm) AP (cm) AF(cm?) BS (mg) IE ICD!
CBCRF12 1.84 + 0.05¢ 3.60 £ 0.07% 6.19 £+ 0.59¢ 52.5 + 8.13% 4.35 £+ 0109 0.53 4+ 0.07¢
CBCC57 1.86 + 0.19¢ 3.66 + 0.21¢ 5.72 + 0.49¢ 56.14 + 9.80“ 4.50 4+ 0.36¢ 0.55 4+ 0.05¢
CBFR5 156 +0.09 356+ 0.18%° 523+055% 47.68 +8.06% 352+051°  0.24 4 0.04"
Testigo 1.68+0.08% 326+0.33" 442+054%  42.00+3.92° 3.96+027° 0.30 +0.06"
Diametro del tallo (DT), Altura de la planta (AP), Area foliar (AF), Biomasa seca (BM), indice de esbeltez (IE), indice de
calidad de Dickson (ICD). Medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Tukey,
0.05), ! (Kruskal-Wallis, 0.05).

de Bacillus modifica la actividad de las enzimas PR Tabla 4. Actividad de B-glucanasas en plantulas
en diferentes cultivos, incremento la actividad de glu- de chile habanero inoculadas con Bacillus spp.
canasas en remolacha (Bargabus et al. 2002). Mien- Actividad enzimatica B-glucanasas
tras que Neher ef al. (2009) observaron que Bacillus Aislados (UE mg proteina™!)
ides indujo un 105% la actividad de las quiti 24n 72h
mycoides indujo un 6 la actividad de las quiti- CBRFIZ 841 £ 023 =55 1 1947
nasas y un 135% la glucanasas en pepino. CBCC57  12.82+0.19"  10.52 + 0.11¢
. b b
De acuerdo con los resultados obtenidos los CBRFS — 9.15+£093° =~ 6.98+084
. . . Testigo 10.36 £+ 1.76“ 8.36 + 0.5¢
aislados CBRF12 y CBCC57 (Bacillus) son bacterias Medias con letras iguales en la misma columna no
productoras de AlA, aunque no incrementan de forma son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

significativa el porcentaje y tiempo de germinacion,
tienen un efecto en el crecimiento de chile habanero

en altura de la planta, area foliar y biomasa seca, por AGRADECIMIENTOS

lo que la inoculacién con Bacillus mejora la calidad de

las plantulas, pero se requieren estudios a nivel de Al Tecnolégico Nacional de México por el fi-
campo para valorar el efecto en el desarrollo y pro- nanciamiento de este trabajo (Proyecto 6313.17-P).

duccién de chile habanero.
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