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RESUMEN
Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal poseen características que favorecen el cre-
cimiento y la salud de las plantas. Por ello, los biofertilizantes surgen como alternativas en la 
agricultura sustituyendo parcial o totalmente la fertilización química. Se evaluó el efecto de un 
bioformulado a base de Bacillus licheniformis M2-7 en la germinación, crecimiento y rendimiento 
de Raphanus sativus L. Se estandarizó un bioformulado con melaza a 6 por ciento y se monitoreó 
el crecimiento de la cepa M2-7 de 0 a 288 h. Asimismo, se realizaron experimentos para deter-
minar el porcentaje de germinación, crecimiento y rendimiento de la hortaliza. El porcentaje de 
germinación se determinó 15 días después de la siembra; el crecimiento y rendimiento, 45 días 
después. Los resultados demostraron que la cepa M2-7 aumentó el porcentaje de germinación 
(80.6%) y mejoró significativamente las variables evaluadas (p≤0.05). Los resultados sugieren el 
uso de B. licheniformis M2-7 en formulaciones para su aplicación en hortalizas.

PALABRAS CLAVE
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ABSTRACT
Plant growth promoting bacteria possess characteristics that favor plant growth and health. The-
refore, biofertilizers are emerging as alternatives in agriculture, partially or totally substituting 
chemical fertilization. We evaluated the effect of a bioformulation based on Bacillus lichenifor-
mis M2-7 on the germination, growth, and yield of Raphanus sativus L. A bioformulation was 
standardized with 6% molasses, and the growth of strain M2-7 was monitored from 0 to 288 h. 
Experiments were also conducted to determine the percentage of germination, growth and yield 
of the vegetable. The germination percentage was determined 15 days after sowing; growth and 
yield, 45 days later. The results showed that strain M2-7 increased the germination percentage 
(80.6%) and significantly improved the evaluated variables (p≤0.05). The results suggest the use 
of B. licheniformis M2-7 in formulations to be applied in vegetables.
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Introducción

El rábano (Raphanus sativus L.) es un tubérculo culti-
vado y consumido en todo el mundo y se considera 
parte de la dieta humana (Manivannan et al. 2019). En 
la mayoría de los estados productores de rábano en 
México, el cultivo se realiza de manera intensiva, con 
un alto consumo de agroquímicos, lo que puede oca-
sionar impactos negativos en el medio ambiente debido 
al uso excesivo: pérdida de fertilidad de los suelos agrí-
colas, contaminación del medio ambiente y problemas 
de salud humana (Goklany 2021). Asimismo, los agro-
químicos incrementan los costos de producción, lo que 
afecta la economía de los agricultores (Janssens et al. 
2020). En consecuencia, la búsqueda de estrategias 
biotecnológicas respetuosas con el medio ambiente se 
vuelve importante desde el punto de vista de la segu-
ridad alimentaria.

El desarrollo de biofertilizantes que involucran 
microorganismos benéficos (bacterias promotoras 
de crecimiento vegetal u hongos) representa una 
opción para sustituir los fertilizantes químicos, ya 
que tienen la capacidad de favorecer el crecimiento y 
la salud de las plantas (Verma et al. 2018; Pirttilä et 
al. 2021). Las Bacterias Promotoras de Crecimiento 
Vegetal (BPCV) colonizan la rizosfera o el interior 
de las plantas y, mediante sus actividades metabó-
licas, aumentan la disponibilidad de nutrientes que 
las plantas pueden absorber fácilmente (Verma et al. 
2018). Los mecanismos por los cuales las bacterias 
aumentan la fertilidad del suelo son: fijación de nitró-
geno atmosférico, solubilización de fosfatos insolubles 
en el suelo, producción de auxinas y giberelinas, los 
cuales son productos que promueven el crecimiento 
de las plantas (Mącik et al. 2020; Chaudhary et al. 
2021). Dentro de los géneros bacterianos ampliamente 
utilizados en la agricultura se encuentran Pseudomonas 
y Bacillus (Azeem et al. 2022).

En México, existen biofertilizantes que han mos-
trado beneficios en los rendimientos de producción. 
Sin embargo, se necesitan estudios enfocados al desa-
rrollo de nuevas formulaciones que permitan tener una 
mejor estabilidad en almacenamiento y mantengan 
la actividad al ser aplicados en los cultivos. La pro-
ducción de biofertilizantes efectivos y de bajo costo 
implica múltiples fases, desde la elección, el aisla-
miento y selección de microorganismos para encontrar 

el más eficiente, hasta la realización de varias pruebas 
en campo antes de pasar a la etapa comercial (Vassileva 
et al. 2021). También es importante encontrar mate-
rias primas más baratas que sean ricas en nutrientes, 
carbono y fuentes de nitrógeno, con el objetivo de uti-
lizarlas como sustrato para cultivar microorganismos 
benéficos (Namfon et al. 2017).

En varios estudios realizados se ha mostrado el 
papel de las BPCV en el aumento de la disponibi-
lidad de nutrientes y la promoción del crecimiento 
de las plantas. Song et al. (2021) demostraron que la 
inoculación de Azotobacter chroococcum aumentó los 
contenidos de nitrógeno total (N) y fósforo total (P) en 
las plantas de maíz, en relación con el control sin ino-
cular. El peso promedio de grano durante 4 años fue 
mayor (+17.07%) en el tratamiento con A. chroococcum 
que en el tratamiento control. En estudios similares, 
la coinoculación de caña de azúcar con diferentes 
cepas (Bacillus sp. BACBR04, Bacillus sp. BACBR06 y 
Rhizobium sp. RIZBR01), junto con el uso de composta 
como fuente de fósforo (P), dio como resultado mayor 
contenido de P en los brotes, en comparación con los 
tratamientos no inoculados, así como un aumento del 
contenido de nitrógeno en el tejido vegetal (Estrada-
Bonilla et al. 2021). Filipini et al. (2021) evaluaron la 
inoculación de Rhizobium tropici y Azospirillum bra-
silense, solos o en combinación, en el crecimiento y 
rendimiento de granos de frijol (Phaseolus vulgaris 
L.). La aplicación de las cepas aumentó la biomasa, el 
nitrógeno acumulado y el rendimiento de grano del 
frijol.

Recientemente se ha reportado que la cepa de 
Bacillus licheniformis M2-7 presenta mecanismos de 
promoción vegetal como la producción de auxinas, 
giberelinas, solubilización de fosfatos y fijación de 
nitrógeno (Bolaños-Dircio et al. 2021). También se 
ha evaluado su efecto en cultivo de chile (Capsicum 
annuum L.), con resultados favorables en germina-
ción, crecimiento y rendimiento de esta hortaliza 
(Bolaños-Dircio et al. 2021). Además, se ha reportado 
también su capacidad para controlar hongos fitopató-
genos (Albarrán-de la Luz et al. 2022; Bahena-Oregón 
et al. 2022). Por lo tanto, el objetivo de este estudio 
fue evaluar el efecto de un bioformulado donde el 
ingrediente activo fue Bacillus licheniformis M2-7 sobre 
germinación, crecimiento y rendimiento del cultivo 
de rábano. 
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Materiales y métodos

Material biológico y condiciones de cultivo

Se utilizó la cepa Bacillus licheniformis M2-7, pertene-
ciente a la colección del Laboratorio de Microbiología 
Molecular y Biotecnología Ambiental de la Facultad 
Académica de Ciencias Químico-Biológicas de la 
Universidad Autónoma de Guerrero. La cepa se cultivó 
en 50 mL de medio LB líquido con la siguiente com-
posición en g/L: 10.0 peptona de caseína, 5.0 extracto 
de levadura y 10.0 NaCl; se incubó a 37 °C a 180 rpm 
durante 24 h. Se utilizaron semillas de Raphanus sativus 
L. (Rabano champion) (Golden® Vegetables Seeds, 
Guadalajara, México). 

Estandarización del bioformulado de Bacillus 
licheniformis M2-7

Para el diseño del bioformulado, se utilizó B. licheni-
formis M2-7, obtenida de un cultivo de LB líquido de 
24 h de incubación; se inoculó en medio con melaza 
a 6 por ciento, como única fuente de carbono, y se 
incubó a 37 °C a 180 rpm por 12 días. Para monitorear 
el crecimiento de la bacteria, se realizaron lecturas 
de absorbancia con el espectrofotómetro Eppendorf 
BioPhotometer modelo #6131 (Marshall Scientific LLC, 
Boston, Estados Unidos), a una longitud de onda DO600, 
en los intervalos de 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48 o 36 h, desde 0 hasta 
las 288 h de incubación. Por cada muestra establecida, 
se realizaron diluciones seriadas y se sembraron 50 µL 
en medio LB sólido. Las placas se incubaron a 37 °C 
durante 24 h. El recuento de las colonias se reportó en 
UFC/mL.

Prueba de germinación de semillas

Las semillas de rábano fueron desinfectadas con hipo-
clorito de sodio a 5 por ciento durante 5 min, lavados 
con agua estéril, etanol a 80 por ciento, durante 1 min y 
lavados nuevamente con agua estéril. Se utilizaron 50 
semillas de rábano para su inoculación por inmersión 
en 50 mL del bioformulado durante 1 h. Como testigo, 
se usaron 50 semillas tratadas con 50 mL de agua desti-
lada estéril. Después, se sembraron en un semillero de 
200 cavidades, se incubaron a temperatura ambiente y 
el porcentaje de germinación se registró a los 15 días. 

Se realizó el trasplante en macetas de plástico que 
contenían ½ kg de suelo esterilizado y se colocaron a 
temperatura ambiente.

Diseño experimental

Las plántulas de rábano fueron trasplantadas en 
macetas de plástico que contenían ½ kg de suelo esteri-
lizado y se colocaron a temperatura ambiente. El diseño 
experimental fue completamente al azar con 3 trata-
mientos y 10 repeticiones: Tratamiento 1 (Fertilizante 
químico, Triple 17 [2 g/L]), tratamiento 2 (Bioformulado 
de B. licheniformis M2-7 [1X108 UFC]) y tratamiento 3 
(Agua destilada estéril). La unidad experimental estuvo 
constituida por una maceta con una planta de rábano. 
Los datos de las variables (longitud de hoja, número de 
hojas y peso total) fueron analizados mediante un aná-
lisis de varianza entre medias estadísticas (ANOVA) y 
comparación mediante la prueba de Tukey (p≤0.05), con 
el software GraphPad Prism, versión 6.0 (Dotmatics, 
Boston, Estados Unidos) para Windows. 

Resultados

Bacillus licheniformis M2-7 en medio con melaza

Se evaluó el crecimiento de la cepa M2-7 en medio con 
melaza a 6 por ciento como única fuente de carbono. 
Originalmente, se inició el cultivo con una DO600 de 
0.053 y 4.84x103 UFC/mL. Por medio de las lecturas 
espectrofotométricos, se observó que B. licheniformis 
M2-7 alcanza su crecimiento máximo a las 216 h (DO600 
de 2.22, Figura 1A). Además, se evidenció el creci-
miento bacteriano en UFC/mL, para alcanzar hasta 
2.5x107 UFC/mL durante esta fase de crecimiento bac-
teriano (Figura 1B). 

Porcentaje de germinación de Raphanus sativus L.

El bioformulado con melaza a 6 por ciento a base de 
B. licheniformis M2-7 mostró un efecto positivo en la 
germinación de semillas de rábano. Se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas (p≤0.05) entre 
las semillas tratadas con la cepa M2-7 respecto al con-
trol, con 80.6 por ciento y 50 por ciento de germinación, 
respectivamente (Figura 2).
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Bacillus licheniformis M2-7 en el crecimiento de 
rábano

El efecto del bioformulado mostró diferencias signifi-
cativas en todas las variables evaluadas con respecto al 
fertilizante químico y al control a los 45 días después 
de la siembra. La longitud de la hoja registró un por-
centaje de 28.34 por ciento; el número de hojas, 30.43 
por ciento, y el peso total del tubérculo, 9.27 por ciento 
(Cuadro 1; p≤0.05).

Discusión

Bacillus licheniformis M2-7 creció favorablemente en 
medio líquido enriquecido con melaza a 6 por ciento. 
Varios estudios indican la importancia de la melaza 
para el crecimiento microbiano y la producción de 
metabolitos en las fermentaciones, donde la principal 
fuente de carbono y energía es la sacarosa (Beudeker 
et al. 1989). Pantoja et al. (2018) validaron el medio 
mínimo de sales (MMS) suplementado con melaza 
(6%)  para la producción de sustancias húmicas (SH) 
de Microbacterium sp (BSC3). En el medio de cultivo se 
obtuvo mayor velocidad de crecimiento microbiano y 
menor tiempo de duplicación; la cepa bacteriana con-
servó su capacidad de producir SH. Gojgic-Cvijovic et 
al. (2018) estandarizaron un medio con melaza para 
la producción de levadura por Bacillus licheniformis 
NS032; Mota-Pacheco et al. (2019) documentaron la 
adaptación de Bacillus licheniformis a concentraciones 
de melaza de caña con incremento hasta de 11 g/L, 
donde hubo aumentos en el rendimiento y la tasa de 
crecimiento a escala de biorreactor. El uso de melaza 
representa una alternativa económica para la produc-
ción a gran escala de biofertilizantes con fines agrícolas.

Figura 1. Curva de crecimiento bacteriano de Bacillus licheniformis M2-7 en medio con melaza a 6 por ciento. Se realizó la medición de la absorbancia de DO600 (A) y la 
cuantificación de UFC/mL (B) a los diferentes tiempos. Las barras de error indican la Desviación Estándar (DE) de tres repeticiones (n=3).

Figura 2. Porcentaje de germinación de semillas de rábano. Las barras son las 
medias ± Desviación Estándar (DE) de tres experimentos independientes (n=50). 
Prueba t de Student; letras diferentes indican diferencias significativas (p≤0.05)

Cuadro 1. Efecto del biofertilizante Bacillus licheniformis M2-7 en el crecimiento y rendimiento de Raphanus sativus L. 

Tratamiento Longitud de la hoja (cm) Núm. de hojas Peso total del tubérculo (g)

Triple 17 11.50 ± 0.56b 4.60 ± 0.81b 50.7±3.91b

B. licheniformis M2-7 14.76 ± 0.60a 6.00 ± 0.63a 55.4±6.64a

Control 11.50 ± 0.44b 3.50 ± 0.83b 42.4±3.70c
Los valores son medias ± Desviación Estándar (SD) de tres experimentos independientes (n=10). ANOVA de una vía y prueba de Tukey (p≤0.05). Las letras 
diferentes en las columnas indican diferencias significativas. 
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El crecimiento y desarrollo de las plantas a menudo 
depende del tipo de interacciones planta-microbio que 
funcionan en la rizosfera. Varios estudios reportan 
el potencial de las especies del género Bacillus como 
BPCV, pues promueven el crecimiento de las plantas 
(Mumtaz et al. 2017; Akinrinlola et al. 2018). En este 
estudio encontramos que el porcentaje de germinación 
de semillas de rábano inoculadas con el bioformulado 
fue superior al del control, al alcanzar 80.6 por ciento 
(p≤0.05). Este mecanismo se atribuye a la capacidad de 
Bacillus licheniformis M2-7 de producir fitohormonas 
como las auxinas (Bolaños-Dircio et al. 2021). Bolaños-
Dircio et al. (2021) encontraron que la inoculación de 
esta cepa bacteriana a las semillas de chile (Capsicum 
annuum L.) mejoró significativamente la germinación 
hasta 89 por ciento después de 15 días de la siembra. 
Kaymak et al. (2009) demostraron que Bacillus subtilis 
BA142 y B. megaterium M3 mejoraron el porcentaje y 
tasa de germinación en semillas de rábano. James et al. 
(2023) demostraron que la inoculación de Bacillus liche-
niformis NJ04 aumentó significativamente la longitud 
de la raíz (16.29 ± 0.91 cm) y la longitud de los brotes 
(9.66 ± 0.11 cm) de las plantas de Solanum lycopersicum 
L. en condiciones de estrés salino.

Bacillus licheniformis M2-7 presentó un efecto 
promotor de crecimiento vegetal en el crecimiento 
y rendimiento de rábano. En un estudio previo, 
Hernández-Castillo et al. (2014) estudiaron el efecto de 
tres especies de Bacillus en chile 40 días después del tras-
plante. Encontraron que las cepas B. amyloliquefaciens 
(B1), B. licheniformis (B3) y B. subtilis (B13) aumentaron 
significativamente el crecimiento y rendimiento del 
chile verde (var. Jalapeño) respecto al fertilizante quí-
mico y al testigo con incrementos promedio de 28 y 
34.5 por ciento. De O Nunes et al. (2023) demostraron 
que la inoculación de B. subtilis FMCH002 y B. liche-
niformis FMCH001 a semillas de tomate aumentó el 
peso fresco y seco del sistema radicular, el volumen y 
la longitud de las raíces en comparación con el control. 
Además, las cepas produjeron auxinas después de 48 h 
de incubación in vitro.

Conclusiones

Bacillus licheniformis M2-7 creció favorablemente en 
medio con melaza (6%) como única fuente de carbono 

y energía, y mejoró significativamente la germinación, 
el crecimiento y el rendimiento de Raphanus sativus L. 
con respecto al fertilizante químico y al control.

Se propone el uso de la cepa M2-7 en formula-
ciones de biofertilizantes para mejorar la germinación, 
el crecimiento y el rendimiento de Raphanus sativus L.
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