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RESUMEN

Bacillus paralicheniformis es una bacteria del género Bacillus con creciente relevancia en la biotecnologia
agricola por su capacidad de producir compuestos bioactivos, ofreciendo una alternativa ecologica a los
pesticidas convencionales. Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar su potencial como promotora
del crecimiento vegetal en cultivos nativos del norte de Tamaulipas, asi como su impacto ambiental. Se
utiliz6 una muestra de suelo del inventario del Laboratorio de Biotecnologia Experimental del Centro de
Biotecnologia Genomica (IPN), y el aislamiento microbiano se realizo en medio rojo Congo. Las colonias
obtenidas mostraron morfologia rugosa, coloracion absorbente y textura dura, caracteristicas del género
Bacillus. La identificacion molecular mediante amplificacion del gen ARNr 16S con iniciadores
universales 27F y 1492R revel6 una secuencia de 1085 pb correspondiente a Bacillus paralicheniformis.
Posteriormente, se detectdo por HPLC la sintesis de acido indol acético y acido antranilico, ambos
reguladores vegetales clave. Estos resultados confirman el potencial de B. paralicheniformis como
biofertilizante, al estimular el crecimiento vegetal y reducir la dependencia de insumos quimicos. Su
aplicacion representa una estrategia innovadora para avanzar hacia una agricultura mas sostenible,
eficiente y respetuosa con los ecosistemas locales.
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Evaluation of the Production of Plant Regulators by Bacillus paralicheniformis

ABSTRACT

Bacillus paralicheniformis is a bacterium from the Bacillus genus that has gained increasing attention
in agricultural biotechnology due to its ability to produce bioactive compounds, offering an eco-
friendly alternative to conventional chemical pesticides. This study aimed to evaluate its
potential as a plant growth promoter in native crops from northern Tamaulipas, Mexico, and
assess its environmental impact. A soil sample was obtained from the inventory of the
Experimental Biotechnology Laboratory at the Center for Genomic Biotechnology (IPN), and
microbial isolation was performed using Congo red selective medium. The resulting colonies
exhibited rough surfaces, dye absorption, and firm texture, consistent with Bacillus morphology.
Molecular identification was conducted by amplifying the 16S rRNA gene using universal
primers 27F and 1492R, yielding a 1085 bp sequence corresponding to Bacillus paralicheniformis.
HPLC analysis confirmed the synthesis of indole-3-acetic acid and anthranilic acid, both key
plant growth regulators. These findings support the potential of B. paralicheniformis as a
biofertilizer, enhancing plant development while reducing reliance on chemical inputs. Its
application represents an innovative strategy for advancing sustainable, efficient, and
ecosystem-friendly agriculture.

KEY WORDS: Microorganism, Agriculture, Food security, Mexico.

Introduccion

La busqueda de alternativas sostenibles para la agricultura moderna ha impulsado un
creciente interés en el uso de microorganismos benéficos, capaces de mejorar la productividad
de los cultivos en la region norte de Tamaulipas y, al mismo tiempo, mitigar el impacto ambiental
derivado del uso excesivo de agroquimicos convencionales. Entre estos microorganismos, las
bacterias del género Bacillus destacan por su notable capacidad para producir metabolitos con
funciones clave en la promocion del crecimiento vegetal y en el control biologico de
fitopatogenos que afectan negativamente a los cultivos.

El acido indol-3-acético (AIA o [AA, por sus siglas en inglés) es el principal miembro de

la familia de las auxinas producidas por las plantas, y desempena un papel esencial en numerosos
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procesos fisiologicos como la formacion de hojas, el desarrollo embrionario, la iniciacion y
elongacion de raices, la abscision foliar, el fototropismo, el geotropismo y la maduracion de
frutos. Entre sus funciones mas destacadas se encuentra la estimulacion del crecimiento
radicular, al incrementar la longitud de la raiz y el namero de ramificaciones, pelos y raices
laterales, lo que favorece la absorcion de nutrientes del entorno (Romero et. al. 2025). Debido a
su relevancia en el crecimiento y desarrollo vegetal, el AIA ha sido ampliamente estudiado desde
su descubrimiento como fitohormona, identificandose que no solo las plantas, sino también
diversos microorganismos como bacterias, hongos y algas, son capaces de producir cantidades
fisiologicamente activas de este compuesto (Sheela Chandra et. al. 2018) Su biosintesis ocurre a
través de maultiples rutas interrelacionadas, siendo la dependiente de triptofano la mejor
caracterizada.

En este contexto, las bacterias rizosféricas aprovechan los compuestos solubles liberados
por las raices —aminoacidos, aztcares y acidos organicos— como sustratos para la produccion
de metabolitos secundarios, entre los que destaca el ATA. En particular, Bacillus paralicheniformis
se ha consolidado como una especie de interés por su capacidad de sintetizar reguladores
vegetales naturales como el acido indolacético, el acido antranilico y el triptofano, los cuales
influyen de manera significativa en el desarrollo de las plantas (Méndez-Espinoza et al., 2019).
Estos reguladores no solo estimulan el crecimiento radicular y la absorcion de nutrientes, sino
que también fortalecen la tolerancia de las plantas frente a condiciones adversas como sequia,
salinidad y estrés biotico (Chen et al., 2021). Tales propiedades posicionan a B. paralicheniformis
como una herramienta biotecnologica prometedora en el diseio de biofertilizantes y
bioestimulantes, capaces de reducir la dependencia de fertilizantes y pesticidas quimicos, cuyos
efectos negativos sobre el ambiente y la salud humana son cada vez mas evidentes.

Ademas de su impacto en la productividad agricola, el uso de B. paralicheniformis en la
produccion de reguladores vegetales contribuye a la res tauracion y mantenimiento de la salud
del suelo. La disminucion de contaminantes quimicos y la mejora de la calidad del ecosistema
agricola representan avances significativos hacia una agricultura mas sostenible. No obstante, a

pesar del potencial demostrado por esta bacteria, atn es necesario profundizar en la

24



REVISTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA. 32 época. Aho 17, N° 48, 2026
DOI: https://doi.org/10.5281/zenodo.18189157
Z. E. Mancillas Betancourt et al// Evaluacion de la produccion de reguladores vegetales... 22-34

comprension de los mecanismos bioquimicos implicados en la sintesis de reguladores vegetales
y en su efecto sobre distintos sistemas agricolas (Corrales-Ramirez et al., 2017).

En este contexto, la presente investigacion se centra en analizar la capacidad de Bacillus
paralicheniformis para producir reguladores vegetales y evaluar su influencia en el crecimiento de
cultivos nativos de la region norte de Tamaulipas, asi como en su impacto ambiental. Este
enfoque permitira proponer estrategias innovadoras que contribuyan a una agricultura mas

sostenible, eficiente y respetuosa con los ecosistemas.

1. Materiales y métodos

L.1. Aislamiento microbiano

La muestra de suelo fue proporcionada del inventario del Laboratorio de Biotecnologia
Experimental del Centro de Biotecnologia Genomica del Instituto Politécnico Nacional. Se
utilizaron de 3 a 5 g de suelo (de la rizosfera) y raices en tubos FALCON de 50 mL de capacidad,
adicionados con 30 mL de agua miliQ. Para el aislamiento microbiano se utilizo el medio
selectivo solido rojo Congo, (Rivera-Cruzet. al. 2011). el cual se prepar6 como se indica en la tabla

L.

Tabla 1.-Preparacion de medio del cultivo y cantidades.

Medio rojo Congo sin colorante

Compuesto g/L
Ac, Malico 0.4
KoHPO4 0.1
MgSO+H>O 0.2
NaCl 0.1

Ext. De levadura 0.4
FeCl;6 H,O 0.015
Triptofano 0.1

Nota. Esta tabla muestra las cantidades para la preparacion del medio de cultivo Rogo Congo'y
los reactivos requeridos.
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Se preparo 1L del medio de cultivo, que se esterilizo en autoclave (figura 1), durante 15
minutos a 120lb de presion. Posteriormente en una campana microbiologia se realizo la siembra
en cajas de Petri de 90x15 mm depositando 20pL de una dilucion de 1X108, utilizando el método
de estriado en placa se disperso la muestra en la superficie del medio e incubando a 37 °C durante

72 h.

1.2. Purificacion microbiologica

Concluido el tiempo de incubacion, se procedio a caracterizar mediante morfologia a las
colonias resultantes. Las colonias para tincion de Gram fueron aquellas que presenten textura
lisa, color rojo intenso, opaco y textura plana y aquellas con caracteristicas de Gram positivo

fueron seleccionadas para identificacion molecular.

1.3. Identificacion molecular bacteriana

Serealizo6 en el Laboratorio Nacional de Nutrigenémica y Microbiomica Digestiva Animal
Sede IPN (LAMNDA-IPN). Brevemente, se extrajo el DNA metagenomico utilizando el estuche
Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit de Zymo Research.

Para amplificar el gen ARNr 168 se utilizaron los iniciadores universales 27F (5" AGAGTT
TGATCM TGG CTC AG 3) y1492R (5 GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3) reportados por
James et al. (2010).

La secuenciacion se realizo en el secuenciador Miniseq de Illumina (San Diego, CA, EE.
UU.), utilizando la guia de referencia de Illumina (Illumina Document # 1000000025416 v09).
Las secuencias obtenidas se analizaron mediante la aplicacion 16S Metagenomics de Illumina, la
cual realiza una clasificacion taxonomica de lecturas de amplicon de ARNr 16S y ARNr 5.8S
utilizando una base de datos taxonomica. La clasificacion se realizo mediante el flujo de trabajo
de metagenomica [llumina 16S. El algoritmo es una implementacion de alto rendimiento del

clasificador ribosomal (Wang et al., 2007).
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1.4. Determinacion de acido indol acético y acido antranilico por HPLC

Se siguio el protocolo para deteccion de metabolitos secundarios, adaptado de Romero
Juarez et. al. 2025, centrifugando las muestras inicialmente a un volumen de 10 ml a 10000 rpm
durante 15 min. posteriormente se filtro por acros discos® LC PVDF con membrana de 0.45 pm
de porosidad y 25 mm de diametro, para posteriormente transferirla al HPLC, previamente
acondicionada y calibrado con un estandar de acido 3-indol acético, con una columna RP-18,
marca Beckman Ultrasphere, de 150 mm de largo por 4.6 mm de diametro y con un tamafio de
particula de 5u. La fase movil consiste en acetonitrilo-fosfato 30/70 y el detector ajustado a una

longitud de onda de 210 mm.

2. Resultados y discusion

2.1. Identificacion microbiologica bacteria e identificacion molecular

Se realizo la identificacion microbiologica bacteriana, del microorganismo aislado de
suelo agricola de la region norte del esado de Tamaulipas; México (Figura 1). En la cual se
apreciaron caracteristicas macroscopicas como la absorcion del colorante, superficie rugosa no
uniforme y dura al tacto. Microscopicamente se observo su forma de bacilo Gram positivo

caracteristico del género.

Figura 1. Rizobacteria promotora de crecimiento vegetal, con caracteristicas de grampositiva,
movil y anaerobica facultativa.
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El resultado del analisis molecular de la muestra bacteriana se visualizo en el software
Blast (R) del Centro Nacional para la informacion biotecnologica (NCBI Blast: CJV786 PREMIX
Sample Name-CJV786 PREMIX), obteniendo los siguientes resultados:

La identificacion molecular del microorganismo que se realizo en el el Laboratorio
Nacional de Nutrigenoémica y Microbiomica Digestiva Animal Sede IPN (LAMNDA-IPN), a
cargo de la Dra. Ana Maria Sifuentes Rincon, obteniendo como resultado una secuencia
nucleotidica de 1085 pares de bases, resultado similar al obtenido por Caceda Quiroz et al.,
(2024) en su trabajo de identificacion de géneros bacterianos a nivel molecular, mediante
amplificacion por PCR del gen ARN 168, y la cual cuenta con un tamano de 1175 pares de bases
de ADN (figura 2), y su busqueda en la base del GenBank y mediante un Blast revelo porcentajes
de identidad superior al 94%, en esta investigacion al realizar lo propio se obtuvo como resultado
en el NCBI ® a bacteria Bacillus paralicheniformis, con un porcentaje de identidad 83.52%, cobertura
del 89% y una puntuacion de 913, que es un valor dado que da confiabilidad al organismo

identificado (Figura 3).

2.2. Cuantificacion por HPLC de AA y ATA en Bacillus paralicheniformis.

Se identifico la sintesis de acido antranilico y acido indol acético en Bacillus
paralicheniformis., asi como que cuenta con el mecanismo para la produccion de metabolitos
jugando un papel importante en la promocion del crecimiento vegetal, y confiere un amplio uso
potencial en la produccion agricola, tanto en la promocion del crecimiento vegetal como
biofertilizante. De acuerdo con lo reportado por Hernandez Mendoza et al (2008), en relacion
con la biosintesis de acido antranilico y acido indolacético en la cepa CBG 497 de A. brasilense,
una rizo-bacteria promotoras del crecimiento vegetal ha reportado en su investigacion 400 mAU
(mili-unidades de absorbancia) para el acido antranilico y 2500 mAU para acido indolacético,
en este proyecto de investigacion se observo en Bacillus paralicheniformis una cuantificacion de 250
mAU, equivalente a 150 partes por millon (PPM) para el acido antranilico (figura 4) y 1000m
mAU, equivalente a 190 PPM para acido indolacético (figura 5), siendo estos dos importantes

metabolitos involucrados en la capacidad promotora del crecimiento vegetal.
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Figura 2. Secuencia molecular del microorganismo Bacillus paralicheniformis cepa con registro S8-
TSB-5, con la cual presenta homologia, con la secuencia del gen 16S ribosomal RNA,
comparada en el software y la cual cuenta con un tamafo de 1175 pares de bases de ADN.

CGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGC
TCCCTGATGTCAGC
GGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGG
GAAACCGGGGCTAA
TACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACC
ACTTACAGATGGA
CCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTA
GCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCGC
AATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTGT
TAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGA
AAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGCGCGCG
CAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATT
GGAAACTGGGGAAC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGA
GCGAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCC
CITTAGTGCTGCA
GCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTC
TGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGG
TTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCITAGTTGCC
AGCATTCAGTTGG
GCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAA
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Figura 3. Resultados del proceso de alineamiento, visualizado en
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Figura 4. Cuantificacion de acido antranilico en Bacillus paralicheniformis.

Last changed : 8/22/2824 16:39:14 AM by ROSY
Method Info t IAAZe1l
Sample Info : METODO IAAZ811 FASE MOVILACE/H20 78/38 TEMP 3@.8°C
LON ONDA 2ZB8NM FLUJO 1.8 ML/MIN TIEMPO 15 MIN
YWD A, Wavelength=280 nm (21082024 A4-100PPM.D)
maL
250~
200
150
100 -
|
g0
o -
o 2 4 6 ] 10 12 14 min

Figura 5. Cuantificacion de acido indol acético en Bacillus paralicheniformis.
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Conclusiones

Bacillus paralicheniformis ha demostrado un impacto ambiental potencialmente favorable al
promover el crecimiento vegetal, lo que permite reducir el uso de fertilizantes quimicos en
sistemas agricolas convencionales. Esta disminucion en la aplicacion de insumos sintéticos
contribuye a mitigar la contaminacion ambiental y favorece la regeneracion y el mantenimiento
de la microbiota edafica, mejorando asi la estructura y funcionalidad del suelo. Ademas de su
posible contribucion mediante la fijacion biologica de nitrogeno, los efectos promotores del
crecimiento vegetal —como la produccion de acido indolacético (AIA) y acido antranilico—
derivan principalmente de los cambios morfologicos y fisiologicos inducidos por la bacteria en
las raices, lo que optimiza la absorcion de agua y nutrientes y, en consecuencia, disminuye los

requerimientos de fertilizantes en la agricultura tradicional.
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