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Effects of Brevibacillus borstelensis B65 on germination
and seedlings development of horticulture crops
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ABSTRACT. Eggplant (Solanum melongena L) and pepper
(Capsicum annum) are priorities of organic foodstuffs
programs in Santiago de Cuba. Seedlings of both, eggplant
and pepper are cultivated under organic substrates made
of earthworm castings, vegetal residues and soil, which
supplies key nutrients but are lacking of plant hormones that
may be supplied by plant growth promoting rhizobacteria. In
the present research, the effects of a biological formulation
made with the rhizobacteria strain Brevibacillus borstelensis
B65 on germination and growth of eggplant and pepper
seedlings sowed under organic treatment were evaluated.
Eggplant and pepper seeds were treated and not (control)
with the bacterial formulation and transferred into an organic
substrate mixture of earthworm castings and soil (1:1). The
seeds were maintained under controlled conditions and
grown during 25 days. The results showed the effects of
B65, increasing the eggplant and pepper seeds percentage
of germination in 12 and 8 % upper their respective controls.
In addition, the bacteria increased the pepper seedlings
emergence from their dormancy stage. Both effects were
attributed to the ethylene phytohormone secretion activity of
B65. Brevibacillus borstelensis B65 significantly increased
in compare to their respective controls, the seedlings and
shots length as root growth in eggplant and pepper. Also, B65
increased the roots, leaves and shoots weight. Those effects
were all related with B65 indolacetic acid production levels
and with its calcium phosphate solubilization activity. The
strain B65 positively affects eggplant and pepper plantlets
germination and development under organic treatment,
corroborating its plant growth promoting traits.

Key words: eggplant, pepper, brevibacillus, organic
amendment, PGPR

RESUMEN. Los cultivos de berenjena (Solanum melongena L)
y de aji (Capsicum annun L) constituyen prioridades del
programa de produccion de alimentos en Santiago de Cuba.
La preparacion d e los semilleros de hortalizas se realiza con
substratos elaborados a partir de humus de lombriz, residuos
agricolas y suelo, los cuales aportan nutrientes a las posturas
pero carecen de fitohormonas, las que pueden ser suministradas
por los inoculantes elaborados con rizobacterias estimuladoras
del crecimiento vegetal. En la presente investigacion se
evaluaron los efectos de un biopreparado de la rizobacteria
Brevibacillus borstelensis B65 sobre la germinacion y el
desarrollo de las posturas de berenjena y de aji en fase de
semillero. Las semillas de ambos cultivos tratadas y no tratadas
(control) con la bacteria, se cultivaron en una mezcla de humus
de lombriz y tierra (1:1) bajo condiciones protegidas durante
25 dias. Los resultados mostraron los efectos de B65 sobre
el aumento del porcentaje de germinacion de la berenjena
(12 %)y del aji (8 %) por encima de sus controles. Igualmente,
la bacteria acelero la emergencia de las plantulas de aji a partir
de su estado de dormancia. Ambos efectos se atribuyeron a la
capacidad de B65 de excretar la fitohormona etileno. La bacteria
B65 aument6 de manera significativa respecto al control, el
tamafo de las posturas, la longitud del tallo y de las raices
en ambos cultivos; asi como la masa del tallo, de las raices
y de las hojas. Estos efectos se relacionaron con los niveles
de 4acido indolacético producidos por este microorganismo
y con su actividad solubilizadora de fosfato de calcio.
Brevibacillus borstelensis B65 incidi6 significativamente sobre
la germinacion y el desarrollo de las posturas de berenjena y
de aji listas para el trasplante cultivadas en abono organico,
corroborando la actividad estimuladora del crecimiento vegetal
de esta bacteria.

Palabras clave: berenjena, aji, brevibacillus, abono

organico, RPCV
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INTRODUCCION

Las hortalizas son cultivos de alta demanda
popular debido a sus multiples usos y aportes de
vitaminas y minerales a la nutricion humana. En
Cuba el papel protagénico en el cultivo de hortalizas
se concentra en los organoponicos, los cuales
suministran el 60 % de los vegetales frescos que
consume la poblacion (1). Entre los cultivos horticolas
que constituyen prioridades para la produccién de
alimentos en la provincia de Santiago de Cuba se
encuentran la berenjena (Solanum melongena L) y el
aji o pimiento (Capsicum annum L) (2).

La berenjena es la tercera especie de solanacea
mas cultivada en el mundo después de la papa y el
tomate, con niveles de produccién que superan los
40 millones de toneladas por afio (3). Sus frutos poseen
propiedades hipocolesterolémicas, antioxidantes
y antifungicas (4). El aji, una de las hortalizas mas
apreciadas en la cocina cubana, es portador de
innumerables propiedades medicinales. Sus frutos son
fuentes de vitaminas, carotenos, aceites esenciales y
compuestos antioxidantes (5).

La fertilizaciéon de semilleros de hortalizas
en los organopdnicos se realiza con substratos
organicos como el humus de lombriz de tierra y el
compost (1). El humus incrementa el contenido de
nutrientes esenciales y mejora la estructura del suelo,
pero carece de fitohormonas, las cuales influyen
directamente sobre el crecimiento de las plantas (6).
Las hormonas vegetales pueden ser suministradas a
las plantas a través de la actividad fisiologica de las
bacterias rizosféricas estimuladoras del crecimiento
vegetal (RPCV) (7).

Entre las rizobacterias con efectos beneficiosos
sobre los cultivos se encuentran las bacterias aerobias
formadoras de endosporas (BAFE) de la clase Bacilll,
antiguamente género Bacillus. Tres de los géneros
pertenecientes a este grupo microbiano, Bacillus,
Paenibacillus y Brevibacillus, son habitantes comunes
del suelo y la rizosfera de las plantas, favoreciendo
el desarrollo de las mismas a través del control de
hongos y bacterias fitopatégenas, del aumento de
la disponibilidad de nutrientes y de la estimulacion
del crecimiento. Los estudios realizados sobre este
grupo enfatizan el papel de numerosas especies de
los géneros Bacillus y Paenibacillus en el aumento
del contenido de Ny P en el suelo y en la produccion
de fitohormonas (8). Sin embargo, existen pocos
trabajos que refieran los beneficios que ejercen las
especies de Brevibacillus sobre la germinacion y el
desarrollo de las plantas, a pesar de abundar en la
rizosfera y los tejidos endofiticos de diversos cultivos,
lo cual constituye el problema cientifico de la presente
investigacion. Recientemente se informaron las
potencialidades estimuladoras del crecimiento vegetal
del aislado rizosférico Brevibacillus borstelensis B65
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bajo condiciones in vitro. La bacteria produce enzimas
degradadoras de residuales de origen vegetal ricos
en celulosa y pectina, polimeros que utiliza como
fuentes de C y energia. De esta manera se facilita el
aumento de la poblacion bacteriana en el suelo y como
consecuencia, se potencian sus efectos positivos
sobre el desarrollo de los cultivos. Estas caracteristicas
permitieron recomendar el uso de B65 como
bioinoculante en cultivos fertilizados con residuos
agricolas ricos en celulosa y pectina (9). En la presente
investigacion se evalud la incidencia de dicha bacteria
sobre la germinacion, el crecimiento y el desarrollo
de posturas en fase de semillero de berenjena y aji
cultivadas en condiciones de organopénico.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en el organopénico “La
Ketty”, centro de referencia nacional de la agricultura
urbana de la Empresa Agropecuaria Santiago. Esta
entidad se localiza en el poblado “El Caney” a 5,7 km
de la ciudad de Santiago de Cuba.

Se utilizaron cultivos de berenjena (Solanum
melongena L), variedad FHB-1 y de aji chay (Capsicum
annum L), linea 3, ambos procedentes del Instituto
de Investigaciones Fundamentales de la Agricultura
Tropical (INIFAT). Las determinaciones se realizaron
en fase de semillero durante los meses comprendidos
entre enero y marzo de 2012, bajo condiciones de
cultivo protegido.

Para el tratamiento de las semillas se utilizé
la bacteria Brevibacillus borstelensis B65, que se
encuentra depositada en la Coleccion de Cultivos del
Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial [CEBI],
perteneciente a la Universidad de Oriente en Santiago
de Cuba (10), para ser utilizada como biofertilizante (9).

El in6culo de Brevibacillus borstelensis B65 se
preparo siguiendo la metodologia propuesta por Erturk
y colaboradores, para la elaboracion de inéculos con
fines agricolas de bacterias de la clase Bacilli (14).
La bacteria se cultivdo en Caldo Nutritivo, a pH 7 y a
30 °C durante 18 h, en agitaciéon a 50 rpm. El cultivo
crecido se sometié posteriormente a centrifugacion
a 5000 rpm para concentrar la biomasa celular y
esta se resuspendié en agua destilada previamente
esterilizada, hasta alcanzar una concentracion
celular de 10" UFC mL", la cual se ajust6 utilizando
el método turbidimétrico. Para la inoculacién, 300
semillas de cada cultivo fueron embebidas durante
15 minutos en la suspension de B65. Inmediatamente
después las semillas se sembraron en las bandejas de
254 alveolos, en un substrato organico consistente en
una mezcla de tierra y humus de lombriz (1:1). Para la
preparacion del substrato se utilizé suelo de tipo pardo
sin carbonato tipico. La caracterizacion de la mezcla
organica final se realiz6 en el Laboratorio de Suelos de
la Delegacion de la Agricultura de Santiago de Cuba.
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Esta contenia un 4,72 % de N total y 3,02 % de N
organico; 1,89 % de Py 9,42 % de K. El contenido de
materia organica fue de un 2 %, el de acido humico fue
de 12,52 % y el pH 6,7.

El disefio de los experimentos se establecié en
parcelas simples con dos tratamientos, T1 (control)
y T2 (semillas inoculadas con B65). Para la toma
de muestras se seleccionaron 10 plantas por cada
tratamiento las que constituyeron las réplicas. La
seleccion se realizd al azar, eliminando el efecto de
borde. Se determiné el porcentaje de germinacion
de las semillas, la altura de las posturas, la longitud
del tallo y de la raiz principal, la masa humeda de las
raices, tallos y hojas. El procesamiento estadistico de
los datos experimentales, se realizé a través de un
andlisis de varianza de clasificacion simple (ANOVA-I).
La comparacion de las medias con diferencias
significativas a un valor de p<0,05, se realiz6 a través de
la prueba de las diferencias francamente significativas
de Tukey. Se utilizé el paquete estadistico Statgraphics
Plus 5.1 para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

INFLUENCIA DE BREVIBACILLUS BORSTELENSIS
B65 SOBRE LA GERMINACION DE LAS PLANTULAS
DE BERENJENA Y AJi

El cultivo de las semillas de berenjena y las de aji
en un substrato organico mostré el efecto estimulador de
la germinacion en el tiempo, que ejercié el biopreparado
confeccionado con la bacteria Brevibacillus borstelensis
B65 sobre ambos cultivos. El porcentaje de plantulas
de berenjena y de aji germinadas a partir de semillas
tratadas con B65 fue significativamente superior en las
mediciones realizadas alos 3, 6,9, 12y 15 dias después
de sembradas (Figura 1ay b). Las semillas de aji tratadas
con el biopreparado adelantaron la germinacion en tres
dias respecto a las no tratadas con la bacteria, nétese
la no existencia de plantulas de aji germinadas a los
tres dias en el control no tratado (Figura 1b). De igual
manera, el porcentaje total de semillas germinadas en
ambos cultivos (15 dias) fue significativamente superior
en las unidades tratadas con el biopreparado bacteriano.
El biopreparado confeccionado con la bacteria B65
incremento la germinacion de las semillas de berenjena
en un 12 % y las de aji en un 8 % por encima de sus
respectivos controles (Figura 1ay b).

En la literatura revisada no existen evidencias sobre
los efectos que ejerce Brevibacillus bortelensis sobre la
germinacién en cultivos de hortalizas en general. Los
resultados de esta investigacién mostraron por primera
vez la incidencia de esta especie bacteriana sobre la
germinacioén de berenjena y de aji, la cual puede estar
relacionada con la capacidad que posee la cepa estudiada
(Brevibacillus borstelensis B65) de liberar al medio las
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fitohormonas etileno y acido indolacético (8). Ambas
hormonas vegetales pueden influir sobre varios procesos
fisiolédgicos de la planta, entre los que se encuentra
la germinacién (11). Los trabajos mas recientes que
abordan la actividad estimuladora del crecimiento vegetal
de las bacterias de la clase Bacilli, solo hacen referencia
a especies de Bacillus y Paenibacillus productoras de
auxinas y a sus efectos sobre el aumento del tamafo de
la planta y de la masa seca de las raices en cultivos de
cebada (12), guisante y trigo (13), kiwi (14) y maiz (15). El
aumento del porcentaje de la germinacion de semillas de
arroz tratadas con rizobacterias productoras de indoles
fue informado previamente, aunque con valores que
se mantuvieron por debajo de los resultados obtenidos
en esta experiencia con B65. Ademas, los autores del
referido trabajo no revelaron la identidad de los aislados,
los cuales al parecer no pertenecen a la clase Bacilli
pues se describieron como bacterias Gram negativas
no formadoras de endosporas (16).
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Figura 1. Germinacion de semillas de berenjena (a) y aji
(b) tratadas con un biopreparado elaborado
con Brevibacillus borstelensis B65
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El biopreparado formulado con Brevibacillus
borstelensis B65 aumentd el porcentaje de la
germinaciéon de las semillas de berenjena y de aji,
y en el caso de este ultimo, acelerd la emergencia
de la planta a partir de su estado de dormancia,
lo cual puede ser atribuido a los niveles de etileno
excretados por la bacteria. El etileno presente en las
semillas actua sobre la division celular acelerando la
germinacion, el enraizamiento y la emergencia de las
yemas en especies de solanaceas como la papa (17).
La posibilidad de que el etileno producido por los
microorganismos del suelo asociados a las plantas,
contribuya a activar la germinacién de las semillasy a
regular el crecimiento de las plantulas germinadas, fue
sugerida anteriormente (18). La bacteria B65 acelero
el inicio de la germinacion de manera especifica en
las semillas de aji. Lo anterior también podria estar
relacionado con su capacidad de producir etileno,
pues numerosos investigadores han puntualizado
que la incidencia de esta hormona sobre la ruptura
de la dormancia de las semillas es un fenémeno
dependiente de especies (17). De hecho, la respuesta
de las plantas a la accion del etileno depende de que
estas posean o0 no receptores especificos para la
fitohormona (19).

La cepa Brevibacillus borstelensis B65 también
es capaz de excretar acido indolacético (AlA) al medio
extracelular (9), hormona de gran importancia por sus
efectos reguladores del ciclo y la division celular. EIAIA
también actua sobre la elongacion y la diferenciacion
de las células en la zona de crecimiento activo de la
raiz; por lo cual es posible asociar los efectos que
ejercié B65 sobre el incremento del porcentaje de
plantulas germinadas de berenjenay de aji respecto a
sus controles observado al final del experimento, con
los niveles de la auxina que dicha bacteria es capaz
de liberar al medio.

ErFecTos DE BREVIBACILLUS BORSTELENSIS B65
SOBRE EL CRECIMIENTO DE LAS PLANTULAS

La germinacion es un proceso que se extiende
hasta la etapa en la cual las plantulas son capaces de
desarrollarse por si mismas, independientemente de
las reservas de nutrientes existentes en las semillas
(17). Lo anterior puntualiza la necesidad de evaluar
los efectos de B65 no solo sobre la emergencia
propiamente de las plantulas, sino también sobre el
desarrollo de las posturas hasta el momento en que
estén listas para el trasplante hacia el cultivo a cielo
abierto.

Las plantulas de 25 dias de berenjena y de
aji, cultivadas a partir de semillas previamente
tratadas con Brevibacillus borstelensis B65, poseen
mayor tamano que las procedentes de semillas no
tratadas con la bacteria. Las posturas de berenjena
procedentes de semillas tratadas con B65, mostraron
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diferencias significativas y altamente significativas en
la altura total de la planta y en la longitud de la raiz
central respectivamente a un 95 % de confianza, en
comparacion a los controles sin tratar con la bacteria.
El incremento de la longitud del tallo respecto al
control, en posturas inoculadas con la bacteria, no fue
estadisticamente significativo (Figura 2a).

Las plantulas de aji procedentes de semillas
inoculadas con B65 mostraron diferencias altamente
significativas en la altura total de la planta y en la
longitud de la raiz central respecto a los controles. En
este caso, el aumento de la longitud del tallo en posturas
procedentes de semillas tratadas con la bacteria fue
significativo a un 95 % de confianza (Figura 2b).
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Figura 2. Efecto de un biopreparado elaborado con
la bacteria Brevibacillus borstelensis
B65 sobre el tamafio de las plantas en
semilleros de berenjena (a) y aji (b)
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El tratamiento de semillas de berenjena con
Brevibacillus borstelensis B65 favorecio el crecimiento
de las plantulas en fase de semillero (25 dias de edad),
cultivadas en un substrato organico y bajo condiciones
ambientales controladas. Los resultados muestran
un aumento altamente significativo en la longitud de
la raiz central a diferencia del tallo (Figura 2a y b), lo
cual nos permitié inferir que la bacteria B65 favorecio
el aumento del tamafio de la raiz y como consecuencia
ejercié un efecto determinante en el tamano de la
planta. El analisis de correlacion realizado entre la
altura de la planta y la longitud de la raiz central
en plantas de berenjena no tratadas con B65, no
evidencié la existencia de correlacion entre ambos
parametros (Figura 3a), a diferencia de lo ocurrido en
las plantas tratadas (Figura 3b), las cuales mostraron
un coeficiente de correlacién moderadamente elevado
(r=0,632) entre la longitud de la raiz central y la altura
de la planta (Figura 3b).
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Figura 3. Correlacién lineal entre la altura de la
plantay la longitud de la raiz en cultivos
de berenjena sin tratar (a) y tratados
(b) con Brevibacillus borstelensis B65
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Lo anterior permitié inferir que uno de los efectos
de Brevibacillus borstelensis B65 sobre la germinacion
de semillas de berenjena, podria ser la estimulacion
del crecimiento de la raiz y como consecuencia, el
aumento del tamafo de las posturas.

ErFecTos DE BREVIBACILLUS BORSTELENSIS B65
SOBRE LA MASA HUMEDA DE LA RAizZ, DEL TALLO
Y DE LAS HOJAS

El biopreparado confeccionado con Brevibacillus
borstelensis B65 aumentd la masa humeda de las
raices, de los tallos y de las hojas en los cultivos de
berenjena y aji en fase de semillero. Las posturas de
berenjenay de aji de 25 dias de crecidas procedentes
de semillas tratadas con la bacteria, mostraron un
incremento altamente significativo en la masa de la
raiz y de las hojas (Figura 4a y 4b).
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Figura 4. Efecto de un biopreparado elaborado
con labacteria Brevibacillus borstelensis
B65 sobre la masa de la raiz, del tallo y
de las hojas de las plantas en semilleros
de berenjena (a) y aji (b)
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El incremento de la masa del tallo de las plantulas
de berenjena no fue significativo (Figura 4a) a diferencia
de lo ocurrido en las posturas de aji tratadas con la
bacteria, en el cual el aumento de la masa del tallo fue
significativo respecto al control sin tratar (Figura 4b).

La incidencia de la bacteria rizosférica B65 sobre
el crecimiento y el aumento de la masa en las raices
de berenjena y de aji, pudiera estar relacionada
con las propiedades que ejerce la bacteria sobre la
fisiologia de las plantas. Brevibacillus borstelensis
B65 se aislo de la rizosfera de la cafia de azucar,
de ahi que al ser inoculada en los cultivos debe
colonizar preferentemente las raices, en las cuales
ejerce sus efectos positivos sobre el desarrollo de
las plantas. Entre estos predomina el aumento del
contenido de fésforo asimilable por las raices a través
de la solubilizacién de fosfato de calcio, asi como
la produccién de la fitohormona acido indolacético
(AIA) (9). Numerosas evidencias explican el papel
que ejercen las auxinas y principalmente el AlA en
el control del gravitropismo y de la formacién de
las raices (11). El crecimiento de las raices esta
directamente relacionado con el crecimiento de
las plantas (17), lo cual sugiere que los efectos de
Brevibacillus borstelensis B65 sobre el crecimiento
de las posturas de berenjena, provienen de su
asociacion con las raices cuya elongacién estimulé
a través de la liberacién de AIA. En la Figura 4 se
aprecia que la ganancia de masa del tallo fue inferior
en ambos cultivos e incluso en el de berenjena no fue
significativa, aspecto que confirma la poca incidencia
de la bacteria en el desarrollo de dicha estructura y
€como consecuencia, la escasa influencia del desarrollo
del tallo en el crecimiento de las plantas.

La posible presencia de la bacteria en la zona de
las raices de los cultivos estudiados, pudiera contribuir
a la absorcién de agua y nutrientes por las raices y
como consecuencia al aumento del tamafio y de la
biomasa de las plantas. El papel de las raices en la
absorcion de agua y nutrientes y como consecuencia
en el aumento de la eficiencia de la fotosintesis y de la
nutricién mineral, son aspectos que se han explicado
de manera exhaustiva (18).

Por otro lado, la especie Brevibacillus borstelensis
posee potencialidades para la mineralizacion de las
fuentes de nitrégeno presentes en los substratos
organicos a través de la produccién extracelular de
enzimas celulasas, las cuales fueron detectadas
ademas en la cepa B65 (8), y de proteasas que son
tipicas de la especie bacteriana (20). EI aumento
de la disponibilidad de nutrientes esenciales como
el carbono, el nitrégeno y el féosforo contribuye
indiscutiblemente al desarrollo global de las plantas.
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CONCLUSIONES

El biopreparado formulado con una concentracién
celular de 10" UFC mL" de la bacteria rizosférica
Brevibacillus borstelensis B65, posee propiedades
estimuladoras de la germinacion y del crecimiento de
posturas de berenjena y de aji en fase de semillero,
cultivadas en una mezcla de tierra y humus de lombriz.
La actividad fisioldgica de la bacteria B65 estimuld
el crecimiento del sistema radicular, zona en la cual
ejercié sus efectos potenciales sobre el desarrollo
de las partes aéreas de plantas. Los resultados
presentados en esta experiencia, indican la posible
aplicacion de Brevibacillus borstelensis B65 como
inoculante en cultivos de interés agroalimentario.
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