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RESUMEN

El analizar rizobacterias por su potencial 
in vitro de producción de auxinas puede 
proveer de una base rentable para la selec-
ción de cepas efectivas, particularmente si 
esta capacidad se emplea en combinación 
con el análisis de su actividad promotora 
del crecimiento. Este estudio consistió en 
la caracterización de la producción intrín-
seca de rizobacterias aisladas de un suelo 
contaminado con hidrocarburos derivados 
del petróleo de producir ácido indolacético 
y el efecto de éstas sobre el crecimiento 
in vitro de Cynodon dactylon L, inocu-
lada con estas rizobacterias en sistemas 
hidropónicos. Las rizobacterias aisladas 
I, II y III resultaron altas productoras in 
vitro de ácido indolacético. Se evidenció 

también la promoción del crecimiento 
de las plantas de Cynodon dactylon L. 
con la inoculación de las rizobacterias I 
y II. En experimentos con la adición de 
triptofano al medio y la inoculación con 
la rizobacteria III se observó la acción 
directa de la presencia del precursor en 
la biosíntesis de ácido indolacético que 
favoreció el desarrollo radical y foliar de 
las plantas. 

Palabras clave: ácido indolacético, ri-
zobacterias promotoras del crecimiento 
vegetal, Cynodon dactylon.

ABSTRACT

The selection of plant growth-promoting 
rhizobacteria (PGPR) can be based on the 
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in vitro analysis of their auxin-producing 
and growth-promoting capabilities. This 
study determined the intrinsic production 
of indole acetic acid (IAA) by rhizobacteria 
isolated from petroleum-contaminated soil 
and tested its potential for growth promo-
tion. The three isolated rhizobacteria (I, 
II and III) were high producers of indole 
acetic acid in vitro. Cynodon dactylon 
L. was inoculated with these isolates in 
hydroponic systems. The Rhizobacterium 
spp. strains I and II showed plant growth 
promotion without the addition of Trp (a 
common precursor in the biosynthesis of 
IAA), whereas strain III required the addi-
tion of Trp to promote foliar development 
in C. dactylon. 

Key words: indoleacetic acid, plant 
growth-promoting rhizobacteria, Cynodon 
dactylon.

INTRODUCCIÓN

La rizosfera se defi ne como: “el volumen 
del suelo que recibe infl uencia de la raíz”. 
Esta capa delgada que circunda la raíz de 
la planta (cerca de 1 a 2 mm de espesor) ha 
sido estudiada intensamente en los últimos 
años. En esta zona residen la mayoría de 
los microorganismos del suelo, atraídos 
por los metabolitos que la planta exuda, lo 
que ocasiona el incremento de las pobla-
ciones microbianas y con ello su actividad 
(Kuiper et al., 2004).

Las interacciones entre bacterias y las raí-
ces pueden ser benéfi cas, dañinas o neutras 
para las plantas (Tenuta, 2003). A partir del 
conocimiento de la rizosfera se ha visto la 
necesidad de dividir este espacio en en-
dorizosfera y ectorizosfera; si se coloniza 

sólo la superfi cie de la raíz se conoce como 
rizoplano, que pertenece a la ectorizosfera 
y si invade las células de las capas super-
fi ciales de la raíz corresponde a la zona 
conocida como endorizosfera (Pérez et al., 
2002; Tsavkelova et al., 2006). 

Todas aquellas bacterias que habitan en las 
raíces de las plantas y que infl uyen sobre 
el crecimiento de éstas de manera positiva 
indirecta o directamente por cualquier 
mecanismo, se denominan o refi eren como 
rizobacterias promotoras del crecimiento 
vegetal (RPCV) (Ahmad et al., 2008; 
Arshad & Frankenberger, 1998; Franken-
berger & Arshad, 1995; Kloepper et al., 
1986, 1989).

Estas bacterias afectan signifi cativamente 
el crecimiento vegetal al suprimir la acción 
de patógenos, al producir antibióticos, 
sideróforos, sustancias antagonistas de bac-
terias y hongos e incrementar la disponi-
bilidad de nutrientes al producir sustancias 
biológicamente activas como hormonas 
vegetales (Lynch, 1995). Dentro de los 
géneros de bacterias de este tipo se tienen 
a Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, 
Serratia, Bacillus, Klebsiella, Enterobacter 
y Xanthomonas, que se ha demostrado que 
promueven el crecimiento vegetal (Ahmad 
et al., 2005; Khalid, et al., 2004) y que 
como ejemplo de interacción interorga-
nísmica se tiene la producción microbiana 
de hormonas vegetales como auxinas, 
citocininas y giberelinas; las cuales per-
miten la interacción entre ciertas bacterias 
y la acción directa sobre la fi siología de la 
planta (Lambrecht et al., 2000).

El mecanismo más significativo de la 
promoción del crecimiento radical de las 
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RPCV es la producción de ácido indolacé-
tico (AIA); no obstante esto, se tiene como 
hipótesis que existen múltiples mecanismos 
que operan simultáneamente o en sucesión 
y que pueden explicar el efecto de la pro-
moción del crecimiento de las plantas por 
las bacterias (Bashan et al., 2004). 

Como otras fi tohormonas, las auxinas tam-
bién se sintetizan endógenamente por las 
plantas; sin embargo, sus efectos hormona-
les se han elucidado por sus aplicaciones 
exógenas. También se tiene una amplia 
evidencia de que algunos microorganismos 
del suelo están involucrados activamente en 
la síntesis de auxinas (Arshad & Franken-
berger, 1998; Sarwar & Kremer, 1995).

El L-triptofano (L-Trp) es un aminoácido 
que se tiene como precursor fi siológico 
para la biosíntesis de auxinas en plantas 
y microorganismos (Frankenberger & 
Arshad, 1995). Los exudados radicales 
son fuente natural del Trp para la micro-
biota rizoférica, la cual puede potenciar 
la biosíntesis de auxinas en la rizosfera 
(Krauchenko et al., 1991). Se sabe que 
las auxinas de origen microbiano en la 
vecindad de las raíces de las plantas, 
pueden dar también una respuesta fi sio-
lógica para la planta hospedera. El AIA 
es la principal auxina de las plantas, que 
controla una variedad de procesos im-
portantes que incluyen el alargamiento y 
división celular, la diferenciación tisular 
y las respuestas fi siológicas a la luz y la 
gravedad (Silverstone et al., 1993). Los 
productores bacterianos de AIA, poseen 
el potencial para interferir en cualquiera 
de los procesos anteriores, incorporando 
AIA en la poza de auxinas de las plantas. 
La consecuencia de esto para las plantas, 

esta relacionado con la cantidad de AIA 
que se produce y la sensibilidad del tejido 
vegetal para cambiar de acuerdo con la 
concentración de AIA; actualmente se han 
realizado numerosas investigaciones sobre 
la genética y bioquímica de la producción 
bacteriana de esta auxina (Lambrecht et al., 
2000; Leveau & Lindow, 2005). El analizar 
las rizobacterias por su potencial in vitro de 
producción de auxinas, puede proveer una 
base rentable para la selección de RPCV 
efectivas, particularmente si esta capacidad 
se emplea en combinación con el análisis de 
las rizobacterias por su actividad promotora 
del crecimiento (Khalid et al., 2004). 

La fi toremediación asistida con endófi tos 
o rizoremediación, es una disciplina pro-
metedora para mejorar la remediación al 
emplear microorganismos asociados con 
plantas para potenciar su crecimiento y 
con ello favorecer su tolerancia al estrés 
(Dowling & Doty, 2009).

No obstante que las RPCV se han emplea-
do para promover el crecimiento y para el 
control de enfermedades en plantas, se ha 
centrado su atención en la bioremediación 
(Huang et al., 2004, 2005; Narasimhan et 
al., 2003); por ello, el aislamiento de bac-
terias capaces de promover el crecimiento 
y degradar compuestos orgánicos en aso-
ciación con plantas, juega un papel muy 
importante a futuro (Zhuang et al., 2007).
Este estudio consistió en la caracterización 
de la producción intrínseca de rizobac-
terias aisladas de un suelo contaminado 
con hidrocarburos derivados del petróleo 
de producir ácido indolacético y el efecto 
de éstas sobre el crecimiento in vitro de 
Cynodon dactylon L, inoculada con estas 
rizobacterias en sistemas hidropónicos.



134

Marzo 2010Núm. 29: 131-147

MATERIAL Y MÉTODOS

Reactivación e identifi cación de bacterias 
aisladas de un suelo contaminado con hi-
drocarburos derivados del petróleo
 
Las bacterias seleccionadas fueron aisladas 
de diferentes zonas de un suelo contamina-
do con hidrocarburos derivados del petró-
leo, cuya concentración de hidrocarburos 
de fracción ligera (HCFL) es de 90 ppm, de 
hidrocarburos de fracción media (HCFM) 
de 100 ppm y de hidrocarburos de fracción 
pesada (HCFP) de 450 ppm. Las cepas se 
reactivaron para la conservación de su ca-
pacidad productora de AIA, se resembraron 
y conservaron en placas con agar nutritivo 
suplementado con 5 mg/L de L-triptofano 
y se incubaron a 28ºC por cinco días.

Se realizó la caracterización de la morfolo-
gía macroscópica y microscópica (morfolo-
gía bacteriana, afi nidad tintorial y arreglo 
celular empleando la técnica de tinción de 
Gram) de los aislados bacterianos. También 
se efectuó una prueba para determinar la 
presencia de la actividad de la enzima L-
alanina-aminopeptidasa empleando el Kit 
de Diagnóstico BioFix® (No. 960003) y 
también la presencia de la actividad de la 
enzima citocromo-oxidasa, con las tiras 
reactivas del Kit de Diagnóstico BioFix ® 
(No. 960001), ambas pruebas se llevaron 
a cabo de acuerdo con las indicaciones del 
fabricante (Macherey-Nagel GmbH Co. 
KG Dueren Germany).

Para la determinación del género de las 
rizobacterias aisladas, se llevó acabo la 
amplificación del gen 16S rRNA como 
marcador molecular para la identifi cación 
y clasifi cación microbiana usando herra-
mientas moleculares y bioinformáticas. 

En este caso se emplearon los iniciadores 
universales fD1 y rD1 que fueron diseña-
dos por Weisburg et al. (1991). Se obtuvo 
DNA genómico de cada aislado bacteriano 
usando el método descrito por Allers & 
Lichten (2000). Se llevó a cabo la amplifi -
cación del marcador molecular 16S rRNA 
con la siguiente mezcla de reacción: 50 ng 
de DNA genómico, 200 mM de dNTPs, 3 
mM de Mg++, 50 pmol de cada iniciador y 
2.5 U de la enzima Taq polimerasa (Invi-
trogene, CA). Dicha mezcla de reacción 
se sometió a las siguientes condiciones 
de amplifi cación: una desnaturalización 
inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 30 
ciclos a 95°C por 2 minutos, 42°C por 40 
segundos y 72°C por 4 minutos, fi nalmente 
un ciclo de polimerización de 72°C por 20 
minutos. Los productos de PCR fueron 
separados por electroforesis en geles de 
agarosa al 1% y teñidos con bromuro de 
etidio, estos productos se purifi caron y se 
obtuvo la secuencia de nucleótidos (Uni-
dad de Biotecnología y Prototipos de la 
FES-Iztacala UNAM). Las secuencias re-
sultantes se compararon con las secuencias 
reportadas en el banco de genes disponible 
en la página http//www.ncbi.nlm.nih.gov 
utilizando la herramienta BLAST con la 
fi nalidad de conocer la similitud con otras 
secuencias ya reportadas y tener entonces 
una identifi cación de los aislados.

Caracterización de las bacterias por su 
producción de fi tohormonas

La evaluación cuantitativa de la producción 
de AIA se realizó de acuerdo con el método 
modifi cado de Ahmad et al. (2005) por 
Campos et al. (2007) por el cual se midió 
la capacidad intrínseca de estas bacterias 
para producir AIA en presencia de dife-
rentes concentraciones de triptofano. Se 
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emplearon tubos de ensaye con tapón de 
rosca de 20 mL de capacidad y 4.9 mL 
de caldo nutritivo adicionado de L-tripto-
fano a diferentes concentraciones: 1, 2 y 
5 mg/L y como testigo una serie de tubos 
con caldo nutritivo sin L-triptofano, los 
tubos se inocularon con 0.1 mL del inóculo 
bacteriano a una concentración de 4.6 x 
106 UFC/mL. Se incubaron por 96 horas 
a 28°C; como control se manejaron tubos 
inoculados y no inoculados. 

Después del periodo de incubación, los cul-
tivos se centrifugaron a 3 000 r.p.m. por 30 
minutos a 25ºC y el contenido de auxinas 
se cuantifi có como equivalentes de AIA por 
un análisis espectrofotométrico. 

El análisis se llevó a cabo mezclando en 
un tubo, 1 mL del sobrenadante de los 
cultivos bacterianos con 2 mL del reactivo 
de Salkowski (2% (w/v) de FeCl3 0.5M 
disuelto en ácido perclórico al 35%), se 
incubó a temperatura ambiente por 20 
minutos y el desarrollo de una coloración 
rosada indicó la presencia de AIA el cual se 
cuantifi có leyendo su absorbancia a 535 nm 
de longitud de onda y la lectura se interpoló 
en una curva tipo de AIA a partir de una 
concentración patrón de 100 μg/mL.

Evaluación de la promoción del creci-
miento vegetal de Cynodon dactylon L. 

Para la evaluación de la promoción del cre-
cimiento vegetal de Cynodon dactylon L., 
se establecieron los cultivos hidropónicos 
en frascos de vidrio con tapa magenta, con 
25 mL de medio mineral que contenían 
las siguientes sales: 0.20 M NH4H2PO4, 
0.50 M NH4NO3, 1.15 M Ca(NO3)2, 0.26 
M CaCl2, 0.20 M MgCl2·6H2O, 0.20 M 
Mg(NO3)2·6H2O, 0.40 M  MgSO4·7H2O, 

0.20 M KH2PO4, 1.20 M KNO3, 0.50 M 
K2SO4, 0.040 M FeCl3·6H2O, 1.2 x 10-2 M 
H3BO3, 1.2 x 10-4 M CuCl2·H2O, 2.3 x 10-3 
M ZnCl2, 4.4 x 10-4 M MnCl2·4H2O, 6 x 10-6 
M Na2MoO4·H2O, EDTA y FeSO4·7H2O, 
con un pH de 6 y con la adición de agar 
bacteriológico al 6% (medio mineral 
blando).  

Una colonia de los aislados bacterianos 
productores de AIA, se resuspendió en 5 
mL de agua destilada estéril para obtener 
un inóculo a la concentración de 4.6 x 
106 UFC/mL, con estas suspensiones se 
inocularon 20 semillas de Cynodon dac-
tylon L. previamente desinfestadas. La 
desinfestación consistió en usar 10 mL de 
alcohol absoluto por tres minutos y 10 mL 
de hipoclorito de sodio al 10% y se enjua-
garon cinco veces con agua destilada esté-
ril. Posteriormente las semillas se dejaron 
embebidas por 30 minutos en cada una de 
las suspensiones bacterianas preparadas.

También se embebieron 20 semillas de 
Cynodon dactylon L. (previamente des-
infestadas) en agua destilada estéril por 
30 minutos, antes de colocarlas sobre la 
superfi cie del medio mineral blando.

Se evaluó la promoción del crecimiento 
vegetal por las cepas rizobacterianas 
productoras de AIA en los experimentos, 
con y sin la adición de L-triptofano a las 
concentraciones de 2 y 5 mg/L, para la 
inducción de la síntesis de AIA. 

La siembra de las semillas en el medio 
mineral blando y con los tratamientos se 
llevó a cabo en condiciones de esterilidad. 
Los cultivos con el material seminal se 
mantuvieron en un cuarto de incubación 
bajo condiciones controladas de tempera-
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tura (+/- 36ºC) y un fotoperiodo (12: 12), 
por 28 días. Los ensayos se realizaron por 
triplicado. 

Una vez concluido el tiempo de incubación 
de los cultivos, se extrajeron las plántulas 
crecidas para la medición de la longitud fo-
liar y la longitud radical, tanto de las plan-
tas inoculadas como de las plantas testigos. 
Con estos resultados se calculó el índice de 
crecimiento (IC) con la expresión: 
 

                    LRCTrp          
                    RLSTrp    

donde: 

LRCTrp es la longitud radical o foliar de 
las plántulas que crecieron en presencia 
de triptofano.   

LRSTrp es la longitud radical o foliar 
de las plántulas crecidas en ausencia de 
triptofano.

Considerando también los experimentos de 
las plantas de C. dactylon L. con y sin el 
inóculo bacteriano.

Análisis estadístico de los resultados

A todos los resultados obtenidos se les 
aplicó un análisis de varianza (ANOVA) y 
prueba de Tukey-Kramer de comparación 
múltiple, empleando el paquete estadístico 
GraphPad InStat, V2.03 (Aceves, 1993) 
y el paquete estadístico de diseños expe-
rimentales FAUANL.ver.1.4 (Olivares, 
1989).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Caracterización e identifi cación de las 
rizobacterias productoras de ácido in-
dolacético (AIA) aisladas del suelo con-
taminado con hidrocarburos derivados 
del petróleo 

De 23 aislados bacterianos que se ob-
tuvieron del suelo contaminado con 
hidrocarburos derivados del petróleo, se 
seleccionaron tres aislados de rizobacterias 
las cuales se denominaron rizobacterias I, 
II y III, productoras de ácido indolacético. 
La morfología microscópica mostró que 
las tres cepas bacterianas son bacilos es-
porulados grampositivos: la cepa I es un 
bacilo corto y las cepas II y III son bacilos 
largos. Los resultados de la determinación 
de las actividades enzimáticas tanto para 
la L-alanina-aminopeptidasa como para la 
citocromo oxidasa, fueron negativos para 
las tres rizobacterias.

De los resultados del análisis molecular, la 
búsqueda y alineamiento de las secuencias 
amplifi cadas del gen 16S rRNA de las tres 
rizobacterias seleccionadas con las se-
cuencias incluidas en el banco de genes, se 
obtuvo como resultado un alto porcentaje 
de similitud con el género Bacillus sp.: la 
rizobacteria I con un 76%, la rizobacteria 
II con un 85% y la rizobacteria III con un 
89%.  

Estos resultados son una identifi cación por 
similitud de secuencias parciales del gen 
ribosomal 16S rRNA. Esto concuerda con 
los datos obtenidos de la morfología macro 
y microscópica ya que las tres rizobacterias 
son bacilos grampositivos esporulados. 
Para llevar a cabo una identifi cación más 

IC = x 100
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precisa es necesario usar métodos poli-
fásicos de taxonomía microbiana para 
describir la especie a la que corresponden 
que pueden estar ya reportadas o bien po-
siblemente describir nuevas especies del 
genero Bacillus (Rosselló-Mora & Amann, 
2001; Vandamme et al., 1996). 

Determinación de la producción de AIA 
en presencia de L-triptofano de las rizo-
bacterias aisladas

Las bacterias benéfi cas sintetizan predo-
minantemente AIA por una vía alterna 
dependiente de Trp a través del ácido in-
dolpirúvico. Los resultados obtenidos de 
la producción del ácido indolacético 
de las rizobacterias I, II y III, fueron muy 

similares en todas éstas; ya que a mayor 
concentración de L-triptofano mayor fue la 
producción de AIA (fi g. 1), efecto similar al 
reportado por Barazani & Friedman (2000) 
y Xie et al. (1996), donde la producción de 
AIA que se obtuvo fue dependiente del tipo 
de aislamiento bacteriano y la concentra-
ción de triptofano. Esta evidencia sugiere 
que puede tener una aplicación práctica 
directa, no obstante la habilidad intrínseca 
de las bacterias aisladas para producir esta 
auxina, depende de la disponibilidad de los 
precursores y de su incorporación del AIA 
microbiano por las plantas (Ahmad et al., 
2008; Arshad & Frankenberger, 1998).

Basados en la producción de auxinas in 
vitro, se pueden catalogar a las rizobac-

Fig. 1. Producción de AIA de las rizobacterias productoras de AIA en diferentes 
concentraciones de L-triptofano. Las diferentes letras señalan las diferencias signi-
ficativas encontradas entre los experimentos con y sin el aminoácido para las tres 

rizobacterias (p < 0.001).
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terias en tres grupos principales: las bajas 
productoras de auxinas de 1 a 10 μg/mL, 
medianas productoras de 11 a 20 μg/mL y 
altas productoras de 21 a 30 μg/mL de AIA 
(Khalid et al., 2004).  

La cantidad de AIA producido por las ri-
zobacterias aisladas del suelo contaminado 
con hidrocarburos derivados del petróleo, 
fue mayor por la rizobacteria III (35.49 
μg/mL), seguida de la rizobacteria II (33.74 
μg/mL) y de la rizobacteria I (29.59 μg/
mL). Aquí las tres se clasifi caron, según 
Khalid et al. (2004), en el grupo de altas 
productoras de AIA.

Efecto de la presencia de rizobacterias 
productoras de AIA y triptofano, sobre el 
crecimiento de Cynodon dactylon L. 

En la fi g. 2, se muestran las plántulas de 
Cynodon dactylon L. con y sin la rizobac-
teria II y las plántulas crecidas con y sin la 
adición de 2 y 5 mg/L de triptofano.

La fi g. 3 (a, b y c) muestra los resultados 
del crecimiento de Cynodon dactylon L. 
con y sin la inoculación con las rizobac-
terias I, II y III y la adición de triptofano 
con las concentraciones de 2 y 5 mg/L. 
La promoción del crecimiento radical es 
uno de los principales marcadores por los 
cuales se puede medir el efecto benéfi co de 
las bacterias promotoras del crecimiento 
vegetal. El establecimiento rápido de las 
raíces que se da por la elongación de las 
raíces primarias, es un proceso ventajoso 
para las plántulas conforme incrementa su 
habilidad para anclarse al suelo y obtener 
agua y nutrientes de su ambiente (Patten & 
Glick, 2002). Las plántulas con 2 y 5 mg/L 
de triptofano presentaron una longitud 
radical menor a la longitud obtenida, en 

comparación con las plantas tratadas con 
la rizobacteria I y en ambos casos cuando 
se creció bajo la presencia de esta rizobac-
teria, la longitud foliar fue mayor. 

Para la rizobacteria II y 2 mg/L de tripto-
fano la longitud radical fue mayor que la 
longitud foliar; en el caso de las plántulas 
con 5 mg/L de triptofano. Las plántulas 
sin la rizobacteria desarrollaron una mayor 
longitud foliar que radical y con la presen-
cia de ésta, la longitud radical fue mucho 
mayor que la longitud foliar.

Las plántulas que crecieron con y sin la 
rizobacteria III, en presencia de 2 mg/L de 
triptofano, presentaron una longitud foliar 
mucho mayor que la longitud radical, en la 
concentración de 5 mg/L de triptofano. Las 
plántulas sin la rizobacteria III mostraron 
una longitud radical menor a la longitud 
foliar, y con la rizobacteria III la longitud 
radical fue menor que la longitud foliar.
 
Los bioensayos con C. dactylon L. mostra-
ron que en presencia del aminoácido Trp 
a las dos concentraciones de 2 y 5 mg/L, 
el crecimiento radical de las plantas con 
respecto a las plantas sin Trp, presentaron 
un incremento en la longitud radical, lo 
que pudo deberse a la respuesta intrínseca 
de la especie.  

La inoculación de las semillas con las rizo-
bacterias I, II y III y la adición de triptofano 
en los bioensayos, mostró que la presencia 
de triptofano como precursor de AIA, dio 
un incremento en el crecimiento radical de 
las plantas inoculadas con la rizobacteria 
II con triptofano a las concentraciones de 
2 y 5 mg/L y con la rizobacteria III con 5 
mg/L de triptofano. 
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Fig. 2. Efecto de la inoculación de la rizobacteria II en el crecimiento de Cynodon dactylon 
L. a) testigo negativo y b) planta inoculada en presencia de triptofano (c, d, e y f). 
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Fig. 3. Efecto de las rizobacterias sobre la longitud radical y foliar de las plántulas de Cynodon 
dactylon L. a) rizobacteria I, b) rizobacteria II y c) rizobacteria III, en medio mineral suplemen-
tado con 2 y 5 mg/L de L-triptofano. Donde P = Plántula de Cynodon dactylon L., PB = Plántula 
de Cynodon dactylon L + rizobacteria,  P2T= Plántula + 2 mg/L de Trp, PB 2T = Plántula + 
rizobacteria + 2 mg/L de Trp, P 5T = Plántula + 5 mg/L de Trp y PB 5T = Plántula + rizobacteria 
+ 5 mg/L de Trp. Las diferentes letras señalan las diferencias signifi cativas encontradas entre 

los experimentos con el aminoácido para las tres rizobacterias (p< 0.001).
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En cuanto al crecimiento foliar, éste se 
promovió bajo la presencia de la rizobac-
teria I y la rizobacteria III, también con la 
concentración de triptofano de 5 mg/L; no 
obstante, la respuesta con la rizobacteria III 
no fue evidente solamente con su presencia, 
ya que el incremento en la longitud radical 
y foliar fue mucho mayor que las plantas 
testigo con una concentración de Trp de 5 
mg/L, lo que favoreció la síntesis del AIA 
y que como consecuencia se incrementó 
el crecimiento de las plantas. Tsavkelova 
et al. (2006) mencionan que este tipo de 
auxinas estimulan tanto el crecimiento 
vegetal como el desarrollo de las pobla-
ciones microbianas.

Determinación del índice de crecimiento 
(IC) de las plantas de Cynodon dactylon 
L., crecidas con triptofano

Se calculó el índice de crecimiento (IC) 
tanto para la longitud radical como para la 
foliar de las plantas que crecieron en pre-
sencia y ausencia de Trp y las plantas con 
y sin inóculo bacteriano; todos los casos 
se multiplicaron x 100 para determinar el 
porcentaje de crecimiento, comparado con 
los experimentos testigo. Estos resultados 
se muestran en la tabla 1.

Los efectos morfogénicos de las plantas 
pueden ser también el resultado de di-
ferentes niveles de hormonas vegetales 
producidas por las raíces, así como por las 
bacterias rizosféricas (Muller et al., 1989). 
Se presume que las RPCV que producen 
fi tohormonas, pueden jugar un papel crítico 
en la promoción del crecimiento vegetal. 
Los efectos de éstas que incluyen al AIA 
sobre las plantas, son dependientes de la 
concentración (Ahmad et al., 2005).

En los bioensayos de las plantas de C. 
dactylon L. inoculadas con las tres ri-
zobacterias aisladas, el incremento en 
el crecimiento radical fue mayor en las 
plantas inoculadas con la rizobacteria II 
(130%) y el crecimiento foliar se dio en 
mayor proporción bajo la presencia de la 
rizobacteria I (187%).
 
En esta comparación del crecimiento pro-
movido por las cepas productoras de AIA, 
cabe mencionar que como en el caso de 
los experimentos con Sesbania aculeata y 
Vigna radiata (Ahmad et al., 2005; Arshad 
& Frankenberger, 1991), los efectos de 
las auxinas producidas sobre las plántulas  
de C. dactylon L., fueron dependientes de 
AIA, en donde a baja concentración se 
estimula el crecimiento, mientras que una 
alta concentración de la hormona puede 
ser inhibitoria, lo que revela una respues-
ta diferencial tanto a las concentraciones 
variables de auxinas como al tipo de 
microorganismos analizados (Sarwar & 
Frankenberger, 1994).

No obstante, para la rizobacteria I, la adi-
ción de triptofano de 2 y 5 mg/L, produjo 
una reducción en la respuesta del creci-
miento de las plantas de C. dactylon L. 
que coincide con lo reportado por Barazani 
& Friedman (1999) donde el triptofano 
puede ser considerado como un inhibidor 
del desarrollo vegetal si éste se encuen-
tra en concentraciones elevadas. Esto se 
corroboró con el porcentaje de clorosis 
medida en las plantas de 51.90% para la 
concentración de 2 mg/L y de 52.04% para 
la concentración de 5 mg/L de triptofano. 
En algunos casos, como en los reportados 
por Malhotra & Srivastava (2009), la pre-
sencia de la rizobacteria productora de AIA 
Azospirillum brasilense MS- sobre algunas 
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especies vegetales probadas, mostraron que 
después de dos semanas del tratamiento, no 
solamente benefi ció a las plantas de sorgo, 
maíz y trigo, dando un mejoramiento signi-
fi cativo en su longitud radical y la ramifi ca-
ción de las raíces, sino que también produjo 
un incremento marginal en la longitud del 
material foliar.

Para el caso de cebada, esta última no res-
pondió a la bacterización de la semilla con 
las rizobacterias en estudio, lo que indica 
que en algunos casos se presenta un espec-
tro limitado de la acción bacteriana.

Sin embargo, la adición de triptofano y la 
presencia de las rizobacterias productoras 
de AIA, benefi ció el desarrollo de las plan-
tas de C. dactylon L. para el crecimiento 
foliar de las plantas con las concentraciones 
de 2 mg/L y 5 mg/L de triptofano, y las 
plantas inoculadas con la rizobacteria I 
mostraron un crecimiento del 119% y 115% 
respectivamente, comparadas con las plan-
tas testigo sin inóculo y sin el aminoácido 
con un porcentaje de crecimiento de 123% 
y 127% para 2 y 5 mg/L, respectivamente, 
considerando la comparación con las plan-
tas testigo solamente con triptofano.

Para la rizobacteria III, un incremento fo-
liar a la concentración de 5 mg/L de Trp sin 
inocular de 116% y con esta rizobacteria y 
triptofano a esta concentración un porcen-
taje de crecimiento de las plantas de 136%. 
Para el caso del crecimiento radical, éste 
se promovió con las dos concentraciones 
de Trp, para las plantas inoculadas con las 
rizobacterias II y III.   

Las plantas inoculadas con la rizobacteria II 
y con concentraciones de 2 y 5 mg/L de Trp 
presentaron un porcentaje de crecimiento 

radical de 118% y 105%, respectivamente, 
en comparación con las plantas testigo; 
mientras que con la rizobacteria III sola-
mente un 111% bajo la concentración de 
5 mg/L. 

Las plantas inoculadas y con la mayor 
concentración de Trp para la rizobacteria II, 
presentaron un porcentaje de crecimiento 
radical de 170% y la rizobacteria III de 
133%, comparadas por separado con las 
plantas testigo inoculadas y adicionadas 
con triptofano.

Los resultados obtenidos coinciden con 
los que se reportan en los trabajos de Dob-
belaere et al. (2003) donde Azospirillum 
produce AIA que es la auxina más impor-
tante para esta bacteria y que por lo tanto 
benefi cia directamente al sistema radical 
de las plantas al promover el desarrollo de 
las raíces laterales y las divisiones de los 
meristemos apicales, que contribuyen en la 
longitud de las raíces; así mismo, Malhotra 
& Srivastava (2006, 2008, 2009) trabajaron 
con la cepa de Azospirillum brasilense 
SM- , donde observaron que la biosíntesis 
de AIA se presentó de manera dependiente 
del triptofano, ya que la provisión exóge-
na de este aminoácido favorece que las 
células mantengan una alta concentración 
del aminoácido que es empleado para la 
biosíntesis de esta fi tohormona; además se 
menciona que la propiedad de canalizar el 
Trp hacia esta biosíntesis es importante en 
el ambiente natural, ya que se ha visto que 
éste es un componente de los exudados ra-
dicales liberados por las plantas hospederas 
a las cuales están asociadas las bacterias; el 
consumo de los componentes de los exuda-
dos radicales por las cepas de la rizosfera 
no solamente favorece el incremento en la 
tasa de exudación (Somers et al., 2004), 



143

Rojas Contreras, A. et al: Evaluación del crecimiento de C. dactylon por rizobacterias aisladas de suelo contaminado 

 
%

 d
e 

cr
ec

im
ie

nt
o 

 
C

re
ci

m
ie

nt
o 

fo
lia

r 
C

re
ci

m
ie

nt
o 

ra
di

ca
l 

R
iz

ob
ac

te
ri

a 

E
xp

er
im

en
to

s 
   

   
 I 

II
II

I
I

II
II

I

2 
m

g/
L

 T
rp

 / 
te

st
ig

o 
96

.7
 

71
.5

 
59

.5
 

10
.6

 
11

0.
6 

10
.9

 

5 
m

g/
L

 T
rp

 / 
te

st
ig

o 
90

.4
 

57
.6

  
11

6.
4 

9.
4 

61
.9

 
93

.9
 

2 
m

g/
L

 T
rp

 +
 b

ac
t /

 te
st

ig
o 

11
9.

4 
56

.2
 

58
.2

 
9.

4 
11

8.
6 

11
 

5 
m

g/
L

 T
rp

 +
 b

ac
t /

 te
st

ig
o 

11
5.

1 
36

.5
 

95
.8

 
9 

10
5.

3 
11

1 

2 
m

g/
L

 T
rp

 +
 b

ac
t /

te
st

ig
o 

+ 
ba

ct
 

63
.6

 
71

.3
 

82
.8

 
10

.7
 

90
.6

 
13

.2
 

5 
m

g/
L

 T
rp

 +
 b

ac
t /

 te
st

ig
o 

+ 
ba

ct
 

61
.3

 
46

.3
 

13
6.

2 
10

.3
 

80
.5

 
13

3.
5 

2m
g/

L
 T

rp
 +

 b
ac

t /
te

st
ig

o 
2m

g/
L

 T
rp

 
12

3.
5 

78
.5

 
97

. 8
 

87
.9

 
10

7.
2 

10
0.

6 

5m
g/

L
 T

rp
 +

 b
ac

t /
te

st
ig

o 
5m

g/
L

 T
rp

 
12

7.
2 

63
.3

 
82

.2
 

95
.7

 
17

0 
11

8.
1 

ba
ct

er
ia

 / 
te

st
ig

o 
 

18
7.

7 
78

.8
 

70
.3

 
87

.2
 

13
0.

8 
83

.1
 

Ta
bl

a 
1.

 C
om

pa
ra

ci
ón

 d
e 

lo
s p

or
ce

nt
aj

es
 d

e 
cr

ec
im

ie
nt

o 
ra

di
ca

l y
 fo

lia
r d

e 
la

s p
lá

nt
ul

as
 d

e 
C

yn
od

on
 d

ac
ty

lo
n 

L.
 c

on
  t

rip
to

fa
no

 e
 

in
oc

ul
ad

as
 c

on
 la

s r
iz

ob
ac

te
ria

s I
, I

I y
 II

I p
ro

du
ct

or
as

 d
e A

IA
.



144

Marzo 2010Núm. 29: 131-147

sino también que el Trp disponible puede 
convertirse a AIA, por ello las plantas y los 
microorganismos pueden regular la síntesis 
y liberación del AIA en la rizosfera, si ésta 
interacción da lugar a un incremento en 
la disponibilidad de AIA para la planta, 
entonces éste se puede traducir en un me-
joramiento del crecimiento (Dobbelaere 
et al., 2003). 

CONCLUSIONES

Las bacterias que habitan la rizosfera 
pueden influir en el crecimiento de las 
plantas al contribuir a la poza endógena de 
fi tohormonas, tales como las auxinas. La 
producción de una auxina importante, el 
ácido indolacético se da ampliamente entre 
las bacterias asociadas con las plantas.

Las rizobacterias I, II y III identifi cadas 
como Bacillus sp, que se aislaron de un 
suelo contaminado con hidrocarburos deri-
vados del petróleo, resultaron rizobacterias 
con una alta producción de AIA in vitro. 
El efecto de promoción del crecimiento 
de las plantas de Cynodon dactylon L. se 
evidenció con la inoculación in vitro con 
las rizobacterias I y II; sin embargo, en 
experimentos evaluados en combinación 
con la adición de triptofano al medio y 
la inoculación de las plantas con las ri-
zobacterias aisladas, se observó la acción 
directa de la presencia del precursor que 
participa en la biosíntesis de ácido indola-
cético, que favoreció el desarrollo radical 
y foliar de las plantas de C. dactylon L., 
principalmente aquellas inoculadas con la 
rizobacteria III. Esto demostró un efecto 
sinérgico entre la planta y la rizobacteria 
que favoreció su desarrollo ante la presen-
cia del aminoácido.
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