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Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal poseen caracteristicas que favorecen el cre-
Fecha de aceptacion: cimiento y la salud de las plantas. Por ello, los biofertilizantes surgen como alternativas en la
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bioformulado a base de Bacillus licheniformis M2-7 en la germinacion, crecimiento y rendimiento
Disponible en linea: de Raphanus sativus L. Se estandarizé un bioformulado con melaza a 6 por ciento y se monitored
27 de octubre de 2023 el crecimiento de la cepa M2-7 de 0 a 288 h. Asimismo, se realizaron experimentos para deter-
minar el porcentaje de germinacion, crecimiento y rendimiento de la hortaliza. El porcentaje de
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Compartirlgual 4.0 Plant growth promoting bacteria possess characteristics that favor plant growth and health. The-
Internacional refore, biofertilizers are emerging as alternatives in agriculture, partially or totally substituting
(CC BY-NC-SA 4.0) 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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INTRODUCCION

El rabano (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 mayoria de los estados productores de rdbano en
México, el cultivo se realiza de manera intensiva, con
un alto consumo de agroquimicos, lo que puede oca-
sionar impactos negativos en el medio ambiente debido
al uso excesivo: pérdida de fertilidad de los suelos agri-
colas, contaminacién del medio ambiente y problemas
de salud humana (Goklany 2021). Asimismo, los agro-
quimicos incrementan los costos de produccién, lo que
afecta la economia de los agricultores (Janssens et al.
2020). En consecuencia, la busqueda de estrategias
biotecnoloégicas 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
opcion para sustituir los fertilizantes quimicos, ya
que tienen la capacidad de favorecer el crecimiento y
la salud de las plantas (Verma et al. 2018; Pirttila et
al. 2021). Las Bacterias Promotoras de Crecimiento
Vegetal (BPCV) colonizan la rizosfera o el interior
de las plantas y, mediante sus actividades metabo-
licas, aumentan la disponibilidad de nutrientes que
las plantas pueden absorber facilmente (Verma et al.
2018). Los mecanismos por los cuales las bacterias
aumentan la fertilidad del suelo son: fijacion de nitro-
geno atmosférico, solubilizacion de fosfatos insolubles
en el suelo, produccién de auxinas y giberelinas, los
cuales son productos que promueven el crecimiento
de las plantas (Macik 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 produccion.
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-
duccién de biofertilizantes efectivos y de bajo costo
implica multiples fases, desde la eleccion, el aisla-
miento y seleccién de microorganismos para encontrar

Acta Agricola y Pecuaria 9: 0091017

Bacillus licheniformis como biofertilizante en Raphanus sativus

el mas eficiente, hasta la realizacién de varias pruebas
en campo antes de pasar a la etapa comercial (Vassileva
et al. 2021). También es importante encontrar mate-
rias primas mas baratas que sean ricas en nutrientes,
carbono y fuentes de nitrégeno, 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 promocion del crecimiento
de las plantas. Song et al. (2021) demostraron que la
inoculacion de Azotobacter chroococcum aumentd los
contenidos de nitrégeno total (N) y fésforo total (P) en
las plantas de maiz, en relacion con el control sin ino-
cular. El peso promedio de grano durante 4 afios fue
mayor (+17.07%) en el tratamiento con A. chroococcum
que en el tratamiento control. En estudios similares,
la coinoculacién de cafia de azticar con diferentes
cepas (Bacillus sp. BACBRO04, Bacillus sp. BACBR06 y
Rhizobium sp. RIZBRO1), junto con el uso de composta
como fuente de fésforo (P), dio como resultado mayor
contenido de P en los brotes, en comparaciéon con los
tratamientos no inoculados, asi como un aumento del
contenido de nitrégeno en el tejido vegetal (Estrada-
Bonilla et al. 2021). Filipini et al. (2021) evaluaron la
inoculacion de Rhizobium tropici y Azospirillum bra-
silense, solos o en combinacion, en el crecimiento y
rendimiento de granos de frijol (Phaseolus vulgaris
L.). La aplicacion de las cepas aumento la biomasa, el
nitrégeno acumulado y el rendimiento de grano del
frijol.

Recientemente se ha reportado que la cepa de
Bacillus licheniformis M2-7 presenta mecanismos de
promocion vegetal como la produccidon de auxinas,
giberelinas, solubilizacién de fosfatos y fijacion de
nitrogeno (Bolafios-Dircio et al. 2021). También se
ha evaluado su efecto en cultivo de chile (Capsicum
annuum L.), con resultados favorables en germina-
cién, crecimiento y rendimiento de esta hortaliza
(Bolafios-Dircio et al. 2021). Ademas, se ha reportado
también su capacidad para controlar hongos fitopato-
genos (Albarran-de la Luz et al. 2022; Bahena-Oregén
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
germinacion, crecimiento y rendimiento del cultivo
de rabano.
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MATERIALES Y METODOS
Material bioldgico y condiciones de cultivo

Se utiliz6 la cepa Bacillus licheniformis M2-7, pertene-
ciente a la coleccion del Laboratorio de Microbiologia
Molecular y Biotecnologia Ambiental de la Facultad
Académica de Ciencias Quimico-Bioldgicas de la
Universidad Auténoma de Guerrero. La cepa se cultivd
en 50 mL de medio LB liquido con la siguiente com-
posicion en g/L: 10.0 peptona de caseina, 5.0 extracto
de levadura y 10.0 NaCl; se incubé a 37 °C a 180 rpm
durante 24 h. Se utilizaron semillas de Raphanus sativus
L. (Rabano champion) (Golden® Vegetables Seeds,
Guadalajara, México).

Estandarizacion del bioformulado de Bacillus
licheniformis M2-7

Para el disefio del bioformulado, se utilizé B. licheni-
formis M2-7, obtenida de un cultivo de LB liquido de
24 h de incubacién; se inoculé en medio con melaza
a 6 por ciento, como unica fuente de carbono, y se
incubé a 37 °C a 180 rpm por 12 dias. Para monitorear
el crecimiento de la bacteria, se realizaron lecturas
de absorbancia con el espectrofotometro Eppendorf
BioPhotometer modelo #6131 (Marshall Scientific LLC,
Boston, Estados Unidos), a una longitud de onda DO, ,
enlosintervalosde0,3,6,9,12,24,48 0 36 h, desde O hasta
las 288 h de incubacion. Por cada muestra establecida,
se realizaron diluciones seriadas y se sembraron 50 pL
en medio LB solido. Las placas se incubaron a 37 °C
durante 24 h. El recuento de las colonias se reportd en
UFC/mL.

Prueba de germinacion de semillas

Las semillas de rdbano 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 rdbano para su inoculacion por inmersion
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 germinacion se registr6 a los 15 dias.
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Se realizé el trasplante en macetas de plastico que
contenian 2 kg de suelo esterilizado y se colocaron a
temperatura ambiente.

Disefio experimental

Las plantulas de rabano fueron trasplantadas en
macetas de plastico que contenian %2 kg de suelo esteri-
lizado y se colocaron a temperatura ambiente. El disefio
experimental fue completamente al azar con 3 trata-
mientos y 10 repeticiones: Tratamiento 1 (Fertilizante
quimico, Triple 17 [2 g/L]), tratamiento 2 (Bioformulado
de B. licheniformis M2-7 [1X10® UFC]) y tratamiento 3
(Agua destilada estéril). La unidad experimental estuvo
constituida por una maceta con una planta de rabano.
Los datos de las variables (longitud de hoja, niimero de
hojas y peso total) fueron analizados mediante un ana-
lisis de varianza entre medias estadisticas (ANOVA) y
comparacién mediante la prueba de Tukey (p<0.05), con
el software GraphPad Prism, version 6.0 (Dotmatics,
Boston, Estados Unidos) para Windows.

REsuLTADOS
Bacillus licheniformis M2-7 en medio con melaza

Se evalué el crecimiento de la cepa M2-7 en medio con
melaza a 6 por ciento como Unica fuente de carbono.
Originalmente, se inici¢ el cultivo con una DO, de
0.053 y 4.84x10° UFC/mL. Por medio de las lecturas
espectrofotométricos, se observd que B. licheniformis
M2-7 alcanza su crecimiento maximo a las 216 h (DO,
de 2.22, Figura 1A). Ademas, se evidencio 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 germinacion de Raphanus sativus L.

El bioformulado con melaza a 6 por ciento a base de
B. licheniformis M2-7 mostré un efecto positivo en la
germinacion de semillas de rabano. Se encontraron
diferencias estadisticamente 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 germinacion,
respectivamente (Figura 2).

Acta Agricola y Pecuaria 9: €0091017



w
Il

N
1

-
1

Densidad optica (DO, 600 nm)

o
o 4

100 200 300

Tiempo (h)

log (UFC/mL)

Bacillus licheniformis como biofertilizante en Raphanus sativus

T 1
200 300

0 160
Tiempo (h)

Figura 1. Curva de crecimiento bacteriano de Bacillus licheniformis M2-7 en medio con melaza a 6 por ciento. Se realiz6 la medicion de la absorbancia de DO, (A) y la
cuantificacion de UFC/mL (B) a los diferentes tiempos. Las barras de error indican la Desviacion Estandar (DE) de tres repeticiones (n=3).
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Figura 2. Porcentaje de germinacion de semillas de rdbano. Las barras son las
medias + Desviacion Estandar (DE) de tres experimentos independientes (n=50).
Prueba t de Student; letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)

Bacillus licheniformis M2-7 en el crecimiento de
rabano

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

DiscusiON

Bacillus licheniformis M2-7 crecié favorablemente en
medio liquido enriquecido con melaza a 6 por ciento.
Varios estudios indican la importancia de la melaza
para el crecimiento microbiano y la produccién de
metabolitos en las fermentaciones, donde la principal
fuente de carbono y energia es la sacarosa (Beudeker
et al. 1989). Pantoja et al. (2018) validaron el medio
minimo de sales (MMS) suplementado con melaza
(6%) para la producciéon de sustancias himicas (SH)
de Microbacterium sp (BSC3). En el medio de cultivo se
obtuvo mayor velocidad de crecimiento microbiano y
menor tiempo de duplicacién; la cepa bacteriana con-
servo su capacidad de producir SH. Gojgic-Cvijovic et
al. (2018) estandarizaron un medio con melaza para
la produccion de levadura por Bacillus licheniformis
NS032; Mota-Pacheco et al. (2019) documentaron la
adaptacion de Bacillus licheniformis a concentraciones
de melaza de cafia 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 econémica para la produc-
cidn a gran escala de biofertilizantes con fines agricolas.

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

Tratamiento Longitud de la hoja (cm) Num. 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 + Desviacion Estandar (SD) de tres experimentos independientes (n=10). ANOVA de una via 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 germinacién
de semillas de rdbano 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 (Bolafios-Dircio et al. 2021). Bolafos-
Dircio et al. (2021) encontraron que la inoculacion de
esta cepa bacteriana a las semillas de chile (Capsicum
annuum L.) mejord significativamente la germinaciéon
hasta 89 por ciento después de 15 dias de la siembra.
Kaymak et al. (2009) demostraron que Bacillus subtilis
BA142 y B. megaterium M3 mejoraron el porcentaje y
tasa de germinacion en semillas de rabano. James et al.
(2023) demostraron que la inoculacion de Bacillus liche-
niformis NJ04 aument6 significativamente la longitud
de la raiz (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 presentd un efecto
promotor de crecimiento vegetal en el crecimiento
y rendimiento de rdbano. En un estudio previo,
Hernandez-Castillo et al. (2014) estudiaron el efecto de
tres especies de Bacillus en chile 40 dias 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. Jalapefio) respecto al fertilizante qui-
mico y al testigo con incrementos promedio de 28 y
34.5 por ciento. De O Nunes et al. (2023) demostraron
que la inoculacion de B. subtilis FMCHO002 y B. liche-
niformis FMCHOO1 a semillas de tomate aumenté el
peso fresco y seco del sistema radicular, el volumen y
la longitud de las raices en comparacion con el control.
Ademas, las cepas produjeron auxinas después de 48 h
de incubacidn in vitro.

CONCLUSIONES

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

Sdnchez-Marcelo et al.

y energia, y mejord significativamente la germinacion,
el crecimiento y el rendimiento de Raphanus sativus L.
con respecto al fertilizante quimico y al control.

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