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Resumen

Introduccién. El género Bacillus se ha empleado como bioestimulante con efectos positivos sobre el
rendimiento y calidad de los cultivos. Sin embargo, existen pocos estudios acerca de su aplicacién en microvegetales.
Objetivo. Evaluar el efecto de Bacillus subtilis (BsC4 y BsPC) y Bacillus thuringiensis (Bt24) como bioestimulantes
de la germinacién y desarrollo de microvegetales de col morada (Brassica oleracea var. capitata) y kale (Brassica
oleracea var. sabellica) en condiciones controladas. Materiales y métodos. El estudio se realiz6 en la Universidad
Auténoma de Chihuahua, México, durante 2023. Se evaluaron cuatro tratamientos: Bt24, BsC4, BsPC y plantulas
sin microorganismos (control) en semillas de col morada y kale, bajo un disefio completamente al azar (n = 5). En un
primer ensayo se monitoriz6 la germinacion, y en un segundo, el desarrollo de los microvegetales. Después de 15 dias
se midieron variables morfoldgicas, pigmentos fotosintéticos, contenido de nitratos, calidad y rendimiento. Los datos
se analizaron con andlisis de varianza y pruebas de Tukey (p < 0,05). Resultados. Para kale, Bt24 mejoré la velocidad
de germinacién (31,17 %) y redujo el tiempo de germinacion (4,61 %), sin efecto significativo en col morada. En kale,
el rendimiento aument6 (62,60 %) con Bt24, en particular la biomasa fresca (63,30 %) y el drea cotiledonar (61,57
%). En col morada, BsC4 incrementd el rendimiento (44,31 %), ademds de mejorar biomasa fresca (42,21 %) y drea
cotiledonar (50,57 %). El contenido de nitratos fue mds elevado en kale con BsPC (138,30 %) y en col morada con
Bt24 (65,14 %), sin exceder limites seguros. En calidad visual, ambos cultivos alcanzaron las categorias “Bueno” y
“Excelente”, sin diferencias entre tratamientos. Conclusiones. B. thuringiensis y B. subtilis podrian emplearse como
bioestimulantes del crecimiento de microvegetales de col morada y kale, una herramienta prometedora para optimizar
su produccién en condiciones controladas.
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Abstract

Introduction. The Bacillus genus has been used as a biostimulant with positive effects on crop yield and quality.
However, there are few studies on its application in microgreens. Objective. To evaluate the effect of Bacillus
subtilis (BsC4 and BsPC) and Bacillus thuringiensis (Bt24) as biostimulants on the germination and growth of red
cabbage (Brassica oleracea var. capitata) and kale (Brassica oleracea var. sabellica) microgreens under controlled
environmental conditions. Materials and methods. The study was conducted at the Universidad Auténoma de
Chihuahua, Mexico, in 2023. Four treatments were assessed: Bt24, BsC4,BsPC, and seedlings without microorganisms
(control) on red cabbage and kale seeds, under a completely randomized design (n = 5). Germination was monitored
in the first trial, and microgreens development was assessed in the second. After 15 days, morphological variables,
photosynthetic pigments, nitrate content, quality, and yield were measured. Data were analyzed using analysis of
variance and Tukey’s tests (p < 0.05). Results. For kale, Bt24 improved germination speed (31.17 %) and reduced
germination time (4.61 %), with no significant effect on red cabbage. In kale, yield increased (62.60 %) with Bt24,
particularly in fresh biomass (63.3 %) and cotyledon area (61.57 %). In cabbage, BsC4 increased yield (44.31 %)
and improved fresh biomass (42.21 %) and cotyledon area (50.57 %). Nitrate content was highest in kale with
BsPC (138.30 %) and in red cabbage with Bt24 (65.14 %), while remaining within safe consumption limits. For
visual quality, both crops achieved the “Good” and “Excellent” categories, with no differences between treatments.
Conclusions. B. thuringiensis and B. subtilis could be used as growth biostimulants for cabbage and kale microgreens,
offering a promising approach to optimize microgreen production under controlled environmental conditions.

Keywords: biostimulants, brassicas, microgreens, yield.

Introduccion

Los microvegetales son pldntulas jovenes de hortalizas, hierbas aromadticas o especies silvestres comestibles
cosechadas entre 10 y 14 dias después de su siembra (Mir et al., 2017). En los tltimos afios, han ganado popularidad
en todo el mundo debido a sus sabores intensos, texturas crujientes y colores vistosos (Benincasa et al., 2019; Tan
et al., 2020). Tienen un alto contenido de nutrientes y compuestos bioactivos benéficos para la salud humana (Di
Gioia et al., 2017; Paradiso et al., 2018).

Entre los microvegetales mds populares destacan las brasicdceas, como el brécoli (Brassica oleracea var.
italica), la coliflor (B. oleracea var. botrytis), las coles de Bruselas (B. oleracea var. gemmifera), la col (B. oleracea
var. capitata) y el kale (B. oleracea var. sabellica) (Ebert, 2022; Xiao et al., 2019). Su popularidad se debe a su
riqueza en compuestos fitoquimicos y propiedades funcionales (Alloggia et al., 2023). Los microvegetales de
brasicas son ricos en antioxidantes como el dcido ascorbico, carotenoides y compuestos fendlicos, ademds de
contener compuestos bioactivos como glucosinolatos, isotiocianatos e indoles, importantes en la prevencion de
enfermedades (Fusari et al., 2020; Ramirez et al., 2020).

Existe un creciente interés por mejorar la germinacion, el rendimiento y la calidad de los microvegetales
(Katsenios et al., 2021; Kyriacou et al., 2016). Algunos estudios han evaluado agentes fisicos y quimicos como
tratamientos para semillas, con resultados positivos en la germinacién y desarrollo de las plantulas; por ejemplo,
Lee et al. (2004) lograron una mejora significativa en la germinacién de betabel (Beta vulgaris subsp. vulgaris) y
acelga (Beta vulgaris subsp. vulgaris var. cicla) al tratar las semillas con sustancias como el cloruro de hidrégeno,
peroxido de hidrégeno e hipoclorito de sodio. Por su parte, Saengha et al. (2021) demostraron que el uso de plasma
frio aumenta la germinacion y el crecimiento de microvegetales de mostaza (Brassica nigra).
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Una alternativa que ha sido estudiada de manera limitada es el uso de microorganismos como bioestimulantes
en la produccién de microvegetales. Los bioestimulantes microbianos, que incluyen una variedad de especies de
bacterias y hongos benéficos, tienen la capacidad de mejorar la germinacion y el desarrollo de plantas (Waguespack
et al., 2022). En particular, los bioestimulantes de origen bacteriano han demostrado beneficios significativos en el
desarrollo vegetal de diversos cultivos (Herndndez-Valladares et al., 2021).

Las bacterias como bioestimulantes promueven el crecimiento de las plantas mediante la produccién de
fitohormonas como las auxinas y citoquininas, la solubilizacién de nutrientes como el fésforo, y la sintesis de
sider6foros que mejoran la absorciéon de nutrientes (Gonzdlez & Fuentes, 2017). Asimismo, contribuyen a la
proteccidn frente a patégenos con metabolitos antimicrobianos y fortalecen la tolerancia de las plantas al estrés
abidtico, como la sequia o salinidad, a través de la modulacién de rutas de sefializacion (Ilangumaran & Smith,
2017; Santoyo et al., 2021; Vela-Corcia et al., 2024). Ademds, pueden reducir sustancias perjudiciales en las
plantas, como metales pesados, compuestos téxicos o nitratos, disminuyendo su impacto en la salud humana
(Ghosh et al., 2022; Trujillo Peralta et al., 2023).

A pesar de los multiples beneficios de las bacterias como bioestimulantes en diversos cultivos y sistemas de
produccidn, su aplicacién en microvegetales ha sido limitada. El género Bacillus es reconocido por su capacidad
para promover el crecimiento vegetal, en cultivos convencionales y sistemas hidropénicos (Da Silva Oliveira et
al., 2023; Tsotetsi et al., 2022; Weinand et al., 2023). Sin embargo, solo algunos estudios han evaluado su efecto
en microvegetales. Por ejemplo, Bacillus velezensis incremento la germinacion en un 23,8 % y la biomasa fresca
en un 55,7 % en microvegetales de chile (Capsicum annuum) (Wang et al., 2024), y la combinacién de Bacillus
megaterium con Azotobacter chroococcum'y Pseudomonas fluorescens mejor6 la longitud y el valor nutricional de
brotes de chicharo (Pisum sativum) (Eissa et al., 2018).

Por lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de Bacillus subtilis (BsC4 y BsPC)
y Bacillus thuringiensis (Bt24) como bioestimulantes de la germinacién y desarrollo de microvegetales de col
morada (Brassica oleracea var. capitata) y kale (Brassica oleracea var. sabellica) en condiciones controladas.

Materiales y métodos

Ubicacion del experimento y material vegetal

El ensayo se realizé en el Laboratorio de Microbiologia Aplicada, Fitopatologia y Fisiologia Postcosecha
(MAFFP) de la Facultad de Ciencias Agrotecnoldgicas de la Universidad Auténoma de Chihuahua (UACH) durante
noviembre y diciembre de 2023. Se emplearon semillas comerciales para microvegetales de col morada y kale de
la empresa Falcon Seeds® S. de R. L. de C. V., seleccionadas por su disponibilidad comercial y adaptabilidad al
cultivo en condiciones controladas.

Disefio experimental

El experimento se establecid bajo un diseflo completamente al azar para evaluar el efecto de bacterias del
género Bacillus sobre pardmetros de germinacion, caracteristicas morfolégicas y bioquimicas, asi como sobre
la calidad y el rendimiento de microvegetales de col morada y kale en condiciones controladas (n = 5). Los
tratamientos incluyeron semillas inoculadas con B. subtilis BsC4 y B. thuringiensis Bt24 pertenecientes al cepario
del laboratorio MAFFP, UACH. Como controles, se utilizaron semillas sin inoculacién y la cepa comercial B.
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subtilis QST713 (BsPC), reaislada del producto Serenade®, la cual ha demostrado actividad bioestimulante en chile
(Capsicum annuum) y lechuga (Lactuca sativa) en estudios efectuados en el mismo laboratorio.

Preparacion de inéculos bacterianos

Las cepas de Bacillus, incluida la del producto comercial, se cultivaron en caldo nutritivo a 28 °C durante
72 h bajo agitacién continua a 120 rpm. Posteriormente, los cultivos se sometieron a un tratamiento térmico a
80 °C durante 10 min y se centrifugaron a 7000 rpm durante 10 min a 4 °C (Kanjanamaneesathian et al., 2014).
El sedimento (pellet) se resuspendi6 en 20 mL de agua destilada estéril. Este procedimiento se repitié dos veces,
ajustando las suspensiones bacterianas a 1 x 10® unidades formadoras de colonias (UFC)/mL, mediante densidad
optica de 0,4 a 600 nm (espectrofotémetro UV-visible) (Chandrasekaran et al., 2017).

Promocion de la germinacion

Esta prueba evalu6 la germinacién in vitro de semillas de col morada y kale. Las semillas fueron esterilizadas
de manera superficial con NaClO al 4 % (v/v) durante 5 min, seguido de tres enjuagues consecutivos con agua
destilada estéril. Posteriormente, las semillas se inocularon mediante inmersién con las cepas de Bacillus (120
rpm por 1 h). Después de la inoculacion, las semillas se secaron y se colocaron 30 de cada especie en cajas Petri
acondicionadas con circulos de papel secante estéril y se afiadieron 5 mL de agua destilada estéril por caja. Las
cajas se sellaron con Parafilm® y se colocaron en un cuarto de crecimiento a 25 + 2 °C, durante 6 dias. Durante el
ensayo, se evaluaron los pardmetros relacionados con la germinacion.

Promocion del crecimiento de microvegetales

Para esta prueba, las semillas de col morada y kale inoculadas previamente con las bacterias se colocaron en
cajas Petri estériles. Cada caja contenia tres capas de papel absorbente estéril humedecidas con 10 mL de agua
destilada estéril. Las semillas se distribuyeron de manera uniforme sobre el papel, en una densidad de siembra
equivalente a 83,1 g/m? para col morada y de 75,6 g/m? para kale, de acuerdo con las recomendaciones descritas por
Li et al. (2021). Las cajas sembradas se colocaron en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h de luz a
28 °C y 8 h de oscuridad a 18 °C, bajo una intensidad luminosa de 3500 lux proporcionada por luces LED blancas
(Goodwill az-energy®) y con una humedad relativa de 70 + 2 %. Las cajas fueron monitorizadas diariamente y
regadas cada tercer dia con 5 mL de agua destilada estéril.

Parametros de germinacion

La germinacién de las semillas se expreso al finalizar la evaluacion como el porcentaje de semillas germinadas
empleando la ecuacién 1 de Al-Ansari y Ksiksi (2016).

. a5 Numero de semillas germinadas
Germinacion (%) = — 259 x 100 (1
Ndamero de semillas sembradas

El tiempo medio de germinacion (TMG) fue calculado usando la ecuacién 2 propuesta por Ranal y Garcia de
Santana (2006).

e e - 3 (43) @
=
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Donde, TMG = tiempo medio de germinacion en dias; N, = nimero de semillas germinadas en un dia; T, =
tiempo transcurrido (en dias) desde el inicio del experimento hasta la i-ésima observacion, y k = dltimo dia de
germinacion.

La velocidad media de germinacién (VMG) fue determinada usando la ecuacién 3 propuesta por Wardle et al.
(1991).

NI N2 N3 Nn

VMG (semillas por dia ):ﬁ =t —+.

— 3
T2 T3 ' Tn ©)

Donde, N1, N2, N3... Nn = nimero de semillas germinadas por dia; T1, T2, T3, ... Tn = tiempo después de
la siembra.

Parametros morfolégicos

Las caracteristicas morfoldgicas de los microvegetales fueron determinadas 15 dias después de la siembra
(dds). En cada especie evaluada y en cada repeticion, se seleccionaron al azar cinco pldntulas de la parte media de
la caja Petri. Las plantulas se cortaron a nivel del cuello para realizar las mediciones. Las plantulas se cortaron a
nivel del cuello para realizar las mediciones. La altura del hipocétilo (cm) se determiné desde la base del cuello
hasta el punto de insercion de los cotiledones. Otras mediciones incluyeron el didmetro de hipocétilo (mm), el drea
cotiledonal (cm?) determinada con el software Imagel, y la biomasa fresca (mg) y seca (mg) de cada parte de la
plantula. La biomasa seca se obtuvo después de secar las muestras a 40 °C durante dos dias.

Contenido de pigmentos fotosintéticos

El contenido de pigmentos fotosintéticos fue determinado 15 dds segin la metodologia de Lichtenthaler y
Wellburn (1983). Se tomaron 0,1 g de hojas cotiledonares frescas, a las cuales se les afadieron 4 mL de acetona
al 80 % (v/v). La mezcla se triturd y se centrifugé a 3000 rpm por 5 min. La absorbancia del sobrenadante fue
medida a 663, 470 y 645 nm usando un espectrofotémetro UV. Los cédlculos de las concentraciones de pigmentos
se determinaron con las ecuaciones 4,5y 6.

Clorofila a (mg g PF) = (12,21 x Aggs - 2,81 x Agys) x V/(1000 x W) (4)

Clorofila b (mg g™ PF) = (20,13 x Agss — 5,03 x Age3) x V/(1000 x W) (5)

(1000 x Ay — 3,27 x Chl, — 104 x Chl,)
229

Carotenoides (mg g'PF) = x V/(1000 x W) (6)

Donde V = volumen en mL de acetona al 80 % y PF = peso fresco de hojas cotiledonares en gramos.

Contenido de nitratos

El contenido de nitratos se determiné siguiendo la metodologia descrita por Cataldo et al. (1975). Para ello, se
hirvieron 0,5 g de muestra seca durante 30 min en 5 mL de agua destilada a fin de obtener un extracto, que luego
se filtr6. Posteriormente, se afiadieron 0,8 mL de 4cido salicilico al 5 % (p/v) en H,SO, concentrado a 0,2 mL del
extracto. Después de 20 min, se incorporaron 19 mL de solucién de NaOH 2N, y la absorbancia se midié a 410
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nm con un espectrofotémetro UV-visible. La concentracién de nitratos se calculd a partir de una curva estdndar de
KNO, (10-100 pg/g).

Calidad de microvegetales

La calidad de los microvegetales se evalu6 15 dds segtin la escala propuesta por Rennie et al. (2001) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Escala de evaluacion de la calidad de microvegetales basada en el andlisis visual del producto, Universidad Auténoma de
Chihuahua, México, 2023.

Table 1. Microgreens quality evaluation scale based on visual analysis of the product, Universidad Auténoma de Chihuahua, Mexico,

2023.
Puntaje Descripcion Calidad visual

9 Esencialmente libre de defectos, recién cosechado.
. Sin defectos visuales profundos. Excelente

7 Defectos menores, no objetables.
. Algunos dafios fisicos como cotiledones arrugados (<10 %). Bueno
. El producto esta turgente (no marchito).

5 Defectos moderadamente objetables, umbral de comercialidad.
. Ligera clorosis (amarillamiento).
o Areas de microvegetales secos y marchitos (<25 %). Justa

3 Defectos excesivos, no vendibles.
. Hipocétilos decolorados (azul, negro).
. Clorosis de cotiledones (>25 %). Pobre
. Plantulas secas y marchitas (>50 %).

1 Producto degradado e inservible.
. 100 % clorético.
o Moho presente, mal olor.
U Enraizamiento extenso. Muy pobre
e Degradacion fisica aparente (liquido presente).

Rendimiento
El rendimiento de los microvegetales fue calculado empleando la ecuacion 7.
Rendimiento (%) = Peso fresco promedio de plantulas (kg) * plantulas/m? (7

Donde: 32,869 plantulas/m? para kale y 18,886 plantulas/m? para col morada.
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Analisis estadistico

Los datos de los pardmetros de germinacion, caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y de rendimiento
se sometieron a las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene. Los datos que no cumplieron con la prueba de Levene
fueron transformados mediante la funciéon Box-Cox para cumplir con la homocedasticidad (Wan et al., 2008).
Posteriormente, se ejecutd un andlisis de varianza (ANDEVA) y pruebas de Tukey (p < 0,05). Los resultados de
la calidad de los microvegetales se analizaron con tablas de contingencia y la prueba de Chi-cuadrada (Garcia et
al., 1996). El procesamiento de datos se realizé por medio del software JAMOVI 2.5.2.0 (The Jamovi Projet, s. f.).

Resultados
Promocion de la germinacion en microvegetales

Los resultados del ANDEVA indicaron que ninguno de los tratamientos bacterianos afect6 significativamente
(» <0,05) la germinacién de semillas de col morada. Sin embargo, en el caso de kale, estos tratamientos tuvieron
un efecto significativo en la velocidad y el tiempo de germinacién (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de tratamientos microbianos sobre variables de germinacion de semillas de col morada y kale bajo condiciones in
vitro, Universidad Auténoma de Chihuahua, México, 2023.

Table 2. Effect of microbial treatments on germination variables of red cabbage and kale seeds under in vitro conditions, Universidad
Auténoma de Chihuahua, Mexico, 2023.

Cultivo Tratamiento Germinacion (%) Velocidad media de germinacion Tiempo medio de
(semillas germinadas/dia) germinacion (dias)

Bt24 100,0* 11,38% 3,17¢

BsC4 98,7% 10,83 3,17°

Col morada

BsPC 99.,3¢ 11,19¢ 3,18

Control 100,0° 11,54¢ 3,16*

Bt24 92,7% 12,58 3012

BsC4 94,02 10,98° 3,17°

Kale
BsPC 94,02 10 46 3,18°
Control 93 3¢ 9,59¢ 3,25°

Las letras junto a las medias marginales indican diferencias estadisticas significativas basadas en la prueba post hoc de Tukey (p <
0,05). Bt24 = Bacillus thuringiensis. BsC4 = B. subtilis. BsPC = B. subtilis QST713. / The letters next to the marginal means indicate
statistically significant differences based on Tukey’s post hoc test (p < 0.05). Bt24 = Bacillus thuringiensis. BsC4 = B. subtilis. BsPC
= B. subtilis QST713.

En el caso de la col morada, los resultados del ANDEVA mostraron que todos los tratamientos, incluido el
control, presentaron porcentajes de germinacion cercanos al 100 %, sin diferencias estadisticas significativas entre
ellos, con una media de 99,50 % (Cuadro 2). La velocidad media de germinacion y el tiempo medio de germinacion
no se vieron afectados de manera significativa por los tratamientos microbianos, y se obtuvo una media general de
11,23 semillas de col morada germinadas por dia y 3,17 dias para la germinacion.
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El ANDEVA revel6 diferencias significativas (p < 0,05) entre los tratamientos bacterianos y el kale en
la velocidad media de germinacién y el tiempo medio de germinacién (Cuadro 2). Aunque no se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de germinacion (media de 93,5 %), si hubo variaciones significativas en la
velocidad media de germinacion. El tratamiento con Bt24 destac6 con 12,58 semillas germinadas por dia, seguido
por BsC4 y BsPC, que incrementaron este parametro entre 9,07 % y 31,17 %, respectivamente, en comparacién
con el control. En cuanto al tiempo medio de germinacién, Bt24 fue el tinico que influyd, con una reduccion del
4,61 %, alcanzando un valor de 3,01 dias.

Promocion del crecimiento de los microvegetales

El ANDEVA del efecto de las cepas de Bacillus evaluadas sobre los pardmetros morfolégicos de los
microvegetales mostré diferencias significativas (p < 0,05) en todos los pardmetros entre los tratamientos

bacterianos y en ambos cultivos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de tratamientos microbianos sobre variables morfolégicas de pldntulas de kale y col morada bajo condiciones
controladas a los 15 dias de su inoculacion, Universidad Autonoma de Chihuahua, México, 2023.

Table 3. Effect of microbial treatments on morphological variables of kale and red cabbage under controlled environmental conditions
15 days after inoculation, Universidad Auténoma de Chihuahua, Mexico, 2023.

Cultivo Trata- Altura DH (mm) AC (cm?) Biomasa fresca (mg) Biomasa seca (mg)
miento (cm) PFH PFC PFB PSH PSC PSB
Bt24 9.40° 1,032 0,92° 9,73 27,7° 3740 0,39° 4,32° 5,22°
Col morada BsC4 10,07* 1,072 1,37 11,428 37,5 48.,9¢ 1,228 6,03° 7,26
BsPC 9,31° 1,05 1,25 10,66® 35,7 46 4° 1,222 5,39 6,60°
Control 9,26° 0,93° 0,87° 8,03¢ 25,0° 33,1° 0,83° 3,61° 4.44°
Bt24 6,18° 0,93¢ 1,48° 7,142 51,12 58,3¢ 0,98° 5,71° 6,69°
Kale BsC4 6,328 0,90* 1,59 6,35%® 46,0° 52,3° 0,93 4,79° 5,720
BsPC 6,95 0,38° 1,30° 6.47® 36,9° 433¢ 0,90 7,510 8.41°

Control 5,02° 0,74 0,95¢ 5,82° 29.9¢ 35,7¢ 0,67° 5,03 5,70°

Las letras junto a las medias marginales indican diferencias estadisticas significativas basadas en la prueba post hoc de Tukey (p < 0,05;
n =25). DH = didmetro de hipocétilo. AC = drea cotiledonal. PFH = peso fresco de hipocétilo. PEC = peso fresco de cotiledones. PFB
= peso fresco de brote. PSH = peso seco de hipocétilo. PSC = peso seco de cotiledones. PSB = peso seco de brote. Bt24 = Bacillus
thuringiensis. BsC4 = B. subtilis. BsPC = B. subtilis QST713. / The letters next to the marginal means indicate statistically significant
differences based on Tukey’s post hoc test (p < 0.05; n = 25). DH = hypocotyl diameter. AC = cotyledon area. PFH = fresh weight
of hypocotyl. PFC = fresh weight of cotyledons. PFB = fresh weight of shoot. PSH = dry weight of hypocotyl. PSC = dry weight of
cotyledons. PSB = dry weight of shoot. Bt24 = Bacillus thuringiensis. BsC4 = B. subtilis. BsPC = B. subtilis QST713.

En col morada, el tratamiento con BsC4 present6 el mejor desempefio en altura del hipocétilo, con un promedio
de 10,07 cm, lo que representa un aumento del 8,74 % respecto al control (9,26 cm). El didmetro de hipocétilo
crecié un 12,90 % en los tratamientos Bt24, BsC4 y BsPC, con un promedio de 1,05 mm, mientras que el control
mostré valores menores (0,93 mm). Ademds, el drea cotiledonar fue significativamente mayor en BsC4 y BsPC,
con un promedio de 1,31 cm?, un incremento del 50,57 % frente al control (0,895 cm?).

La biomasa fresca del hipocétilo mejord con BsC4, que registrd el mayor incremento con 11,42 mg, equivalente
aun 42, 21 % mas que el control (8,03 mg), seguido de BsPC y Bt24, con aumentos del 32,75 % y 21,17 %,
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respectivamente. El peso fresco de los cotiledones fue significativamente superior con BsC4 y BsPC, alcanzando
un promedio de 36,6 mg, un 46,40 % mdas en comparacién con Bt24 y el control (26,35 mg). La biomasa fresca de
brote fue mayor con BsC4 y BsPC, alcanzando un promedio de 47,65 mg, lo que representd un aumento del 43,95 %
respecto al control (33,1 mg).

En biomasa seca, BsC4 y BsPC mostraron incrementos notables en peso seco de hipocétilo (1,22 mg),
cotiledones (5,71 mg) y brote (6,93 mg). Estos aumentos corresponden a un 46,99 %, 58,17 % y 56,08 %,
respectivamente. Por otro lado, Bt24 fue estadisticamente igual al control en todos los pardmetros de biomasa seca.

En kale, los tres tratamientos bacterianos incrementaron la altura y el didmetro del hipocétilo en un 29,15 % y
2207 %, respectivamente, en comparacion con el control, con promedios de 6,48 cm y 0,90 mm. El drea cotiledonar
aumento significativamente con los tratamientos Bt24 y BsC4, que lograron un promedio de 1,54 cm? (61,57 % mas
que el control). El tratamiento BsPC también mejoré este pardmetro en un 36,84 %, con un promedio de 1,30 cm?.

La biomasa fresca del hipocétilo fue mayor con Bt24, con 7,14 mg, lo que representd un aumento del 22,68 %
respecto al control. En peso fresco de cotiledones y brote, todos los tratamientos superaron al control, destacando
Bt24 con 51,1 mg y 58,3 mg, incrementos del 70,90 % y 63,30 %, respectivamente. BsC4 mostré aumentos del
53,84 % y 46,50 %, en estos parametros, mientras que BsPC registr6 incrementos del 23,41 % y 21,28 %.

En cuanto a biomasa seca, el peso seco de hipocétilo crecié un 39,80 %, con 0,94 mg en promedio en todos los
tratamientos bacterianos. Solo el tratamiento BsPC mejor6 significativamente el peso seco de cotiledones y brote.
Estos incrementos fueron del 49,30 % y 47,54 %, alcanzando 7,51 mg y 8,41 mg, respectivamente.

Efecto de Bacillus sobre los pigmentos fotosintéticos de los microvegetales

Los resultados del ANDEVA indican que los tratamientos bacterianos evaluados afectan significativamente
(p < 0,05) el contenido de pigmentos fotosintéticos en los microvegetales de col morada y kale, cultivados bajo
condiciones controladas (Cuadro 4).

En el caso de la col morada, las cepas de Bacillus evaluadas no generaron efectos significativos sobre el
contenido de clorofila a ni carotenoides. Se registré un promedio de 0,359 mg/g de peso fresco (PF) y 0,782
mg/g PF, respectivamente. Sin embargo, el contenido de clorofila b mostré un promedio de 0,124 mg/g PF con el
tratamiento BsC4, lo que representd un incremento del 49,39 % en comparacion con el control, cuyo promedio fue
de 0,083 mg/g PF (Cuadro 4).

En el caso de kale, los tratamientos Bt24 y BsC4 redujeron significativamente el contenido de clorofila a,
registrando un promedio de 0,168 mg/g PF, en comparacioén con el control, que presenté un promedio de 0,381
mg/g PF, equivalente a una disminucion del 55,91 %. Estos mismos tratamientos afectaron de forma significativa el
contenido de clorofila b, con un promedio de 0,049 mg/g PF, lo que representa una reduccién del 48,96 %, respecto
al control (0,096 mg/g PF).

Bt24 y BsC4 también afectaron de manera significativa el contenido de carotenoides, alcanzando un promedio
de 0,470 mg/g PF. Este valor corresponde a una disminucién del 39,14 % en comparacién con el control, cuyo
promedio fue de 0,787 mg/g PF. El tratamiento BsPC no mostré efectos significativos en ninguno de los pigmentos
fotosintéticos y se mantuvo en niveles similares al control (Cuadro 4).

Efecto de Bacillus sobre el contenido de nitratos de los microvegetales

El contenido de nitratos en los dos tipos de microvegetales presentd diferencias significativas (p < 0,05)
debido a la aplicacién de tratamientos microbianos. En el caso de la col morada, el tratamiento Bt24 resulté en
un contenido promedio de nitratos de 4923 mg NO,/kg de PF, lo que represent6 un incremento del 65,14 % en
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Cuadro 4. Efecto de tratamientos microbianos sobre el contenido de pigmentos fotosintéticos en plantulas de kale y col morada bajo
condiciones controladas a los 15 dias de su inoculacién, Universidad Auténoma de Chihuahua, México, 2023.

Table 4. Effect of microbial treatments on photosynthetic pigment content of kale and red cabbage under controlled environmental
conditions 15 days after inoculation, Universidad Auténoma de Chihuahua, México, 2023.

Pigmentos fotosintéticos (mg/g peso fresco)

Cultivo Tratamiento -
Clorofila a Clorofila b Carotenoides
Bt24 0411° 0,109 0,814°
BsC4 0,384 0,124¢ 0,862°
Col morada

BsPC 0,340° 0,103 0,757°

Control 0,301 0,083° 0,694°

Bt24 0,165° 0,052° 0,508°

BsC4 0,171° 0,046° 0.,450°

Kale

BsPC 0,386° 0,118 0,8728

Control 0,381° 0,096° 0,787¢

Las letras junto a las medias marginales indican diferencias estadisticas significativas basadas en la prueba post hoc de Tukey (p < 0,05;
n =5). Bt24 = Bacillus thuringiensis. BsC4 = B. subtilis. BsPC = B. subtilis QST713. / The letters next to the marginal means indicate
statistically significant differences based on Tukey’s post hoc test (p < 0.05; n = 5). Bt24 = Bacillus thuringiensis. BsC4 = B. subtilis.
BsPC = B. subtilis QST713.

comparacién con los tratamientos BsC4 y BsPC, que mostraron valores similares entre si, con un promedio de 2981
mg NO,/kg de PF. EI control fue similar a los tratamientos bacterianos, con un contenido promedio de nitratos de
3739 mg NO,/kg de PF (Figura 1a).
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Figura 1. Contenido de nitratos en microvegetales de col morada (a) y kale (b) tratados con Bacillus spp. bajo condiciones controladas
a los 15 dias de la inoculacion, Universidad Auténoma de Chihuahua, México, 2023.

Bt24 BsC4 BsPC Control

Las lineas horizontales representan los limites maximos permitidos de nitratos en otras especies de brasicas, como la ardgula (Eruca
vesicaria), segin la regulaciéon 1258/2011 de la Unién Europea. Las barras con letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas (p < 0,05) de acuerdo con la prueba de Tukey. Bt24 = Bacillus thuringiensis. BsC4 = B. subtilis. BsPC = cepa comercial
de B. subtilis QST713.

Figure 1. Nitrate content in red cabbage (a) and kale (b) microgreens treated with Bacillus spp. under environmental controlled
conditions at 15 days post-inoculation, Universidad Auténoma de Chihuahua, Mexico, 2023.

Horizontal lines indicate maximum permissible nitrate concentrations in other Brassica species, such as arugula (Eruca vesicaria),
according to European Union Regulation 1258/2011. Bars with different letters indicate statistically significant differences (p < 0.05)
based on Tukey’s test. Bt24 = Bacillus thuringiensis. BsC4 = B. subtilis. BsPC = commercial strain of B. subtilis QST713.

Agron. Mesoam. 36: Articulo 61996, 2025
ISSN 2215-3608 https://doi.org/10.15517/am.2025.61996



Gutiérrez-Chdvez et al: Efecto de Bacillus en microvegetales de brésicas

En el caso del kale, el contenido de nitratos tuvo un incremento significativo con el tratamiento BsPC,
alcanzando un promedio de 3088 mg NO,/kg de PF. Este valor representa un aumento del 138,3 % en comparacién
con el control, cuyo contenido fue de 1569 mg NO,/kg de PF. Los tratamientos Bt24 y BsC4 no mostraron
diferencias estadisticas significativas respecto al control, con un promedio de 1544 mg NO,/kg de PF (Figura 1b).

Efecto de Bacillus sobre la calidad de los microvegetales

La calidad visual de los microvegetales no se vio afectada por ninguno de los tratamientos bacterianos (Figura
2a). En la col morada, los tallos presentaron un color purpura intenso y las hojas exhibieron un desarrollo uniforme
y vigoroso en todos los tratamientos. En el kale, los tallos mostraron un color crema uniforme y las hojas un verde
intenso, con un crecimiento homogéneo en cada tratamiento. El andlisis de Chi-cuadrado permitié identificar que
las distribuciones de calidad visual de los microvegetales no registraron dependencia significativa respecto a los
tratamientos bacterianos aplicados en ninguno de los dos cultivos evaluados (Figura 2b).
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Figura 2. Distribucién de la calidad visual de microvegetales de col morada (a) y kale (b) tratados con Bacillus spp. bajo condiciones
controladas a los 15 dias de la inoculacion, Universidad Auténoma de Chihuahua, México, 2023.

Bt24 = B. thuringiensis. BsC4 = B. subtilis. BsPC = cepa comercial de B. subtilis QST713.

Figure 2. Distribution of visual quality of red cabbage (a) and kale (b) microgreens treated with Bacillus spp. under controlled
environmental conditions at 15 days post-inoculation, Universidad Auténoma de Chihuahua, Mexico, 2023.

Bt24 = B. thuringiensis. BsC4 = B. subtilis. BsPC = commercial strain of B. subtilis QST713.
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El andlisis de la calidad visual de los microvegetales de col morada revelé que las categorias “Bueno” y
“Excelente” fueron las de mayor frecuencia, mientras que las categorias de menor calidad (“Muy pobre”, “Pobre”
y “Justa”) presentaron frecuencias nulas (Figura 2c). El tratamiento Bt24 y el control registraron una mayor
frecuencia de microvegetales clasificados como “Excelente”, mientras que BsC4 y BsPC tuvieron una mayor
frecuencia de microvegetales evaluados como “Bueno”. El andlisis de Chi-cuadrado (X? = 0,644) no mostr6
diferencias estadisticas significativas entre las distribuciones de la calidad visual de los tratamientos aplicados (p <
0,05). Estos resultados revelan que, aunque se hallaron diferencias numéricas entre los tratamientos, estas no fueron
estadisticamente significativas, como se evidencia en la Figura 2a.

La distribucién de las observaciones para los microvegetales de kale se concentré en las categorias “Bueno”
y “Excelente”, con nulas frecuencias en las categorias de menor calidad (Figura 2b). El andlisis de Chi-cuadrado
resultd en un estadistico de X? = 0,172, lo que indicé la ausencia de diferencias significativas entre los tratamientos
bacterianos (p < 0,05). Las frecuencias observadas en los tratamientos Bt24 y el control presentaron una mayor
frecuencia de microvegetales clasificados en la categoria “Excelente”, mientras que BsC4 y BsPC mostraron una
distribucion mds homogénea entre las categorias “Bueno” y “Excelente”. Sin embargo, las diferencias numéricas
no alcanzaron significancia estadistica, como se representa en la Figura 2d.

Efecto de Bacillus sobre el rendimiento de los microvegetales

Los resultados del ANDEVA indicaron que el rendimiento de los microvegetales de col morada y kale, tras
15 dias de tratamiento con Bacillus spp., presentaron diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Rendimiento de microvegetales de col morada (a) y kale (b) tratados con microorganismos bajo condiciones controladas a
los 15 dias de la inoculacion, Universidad Auténoma de Chihuahua, México, 2023.

Las lineas verticales representan la desviacion estdndar de las medias. Las barras con letras distintas indican diferencias estadisticas
significativas a un p < 0,05 de acuerdo con la prueba de Tukey. Bt24 = B. thuringiensis. BsC4 = B. subtilis. BsPC = cepa comercial de
B. subtilis QST713.

Figure 3. Yield of red cabbage (a) and kale (b) microgreens treated with microorganisms under controlled environmental conditions at
15 days post-inoculation, Universidad Autonoma de Chihuahua, Mexico, 2023.

Vertical lines represent the standard deviation of means. Bars with different letters indicate statistically significant differences at p <0.05
according to Tukey’s test. Bt24 = B. thuringiensis. BsC4 = B. subtilis. BsPC = commercial strain of B. subtilis QST713.

Agron. Mesoam. 36: Articulo 61996, 2025
ISSN 2215-3608 https://doi.org/10.15517/am.2025.61996



Gutiérrez-Chdvez et al: Efecto de Bacillus en microvegetales de brésicas

En el caso de la col morada, los tratamientos BsC4 y BsPC presentaron los mejores rendimientos. Estos
tuvieron un promedio de 0,900 kg/m?, lo que equivale a un incremento del 44,31 % en comparacién con el
tratamiento control, cuyo rendimiento fue de 0,624 kg/m?. El tratamiento Bt24 no mostré diferencias estadisticas
significativas respecto al control, con una media de 0,707 kg/m? (Figura 3a).

En kale, el tratamiento Bt24 registr6 el mejor rendimiento, con un promedio de 1,90 kg/m?, lo que representé un
incremento del 62,60 % en comparacion con el control. BsC4 alcanz6 un rendimiento de 1,72 kg/m?, equivalente a
un aumento del 46,42 %. Finalmente, en el tratamiento BsPC se observé una mejora del 21,37 % en el rendimiento,
con un promedio de 1,42 kg/m? (Figura 3b).

Discusion

Los resultados de este estudio mostraron que la inoculacién de semillas de col morada con Bacillus spp. no
tuvo un efecto significativo sobre los pardmetros de germinacion evaluados. Este hallazgo contrasta con estudios
previos, como los de Aziz et al. (2012) y Ndeddy Aka y Babalola (2016), quienes reportaron aumentos significativos
del 17,6 % al 30,0 % en la germinacion de semillas de mostaza (Brassica juncea) inoculadas con diversas cepas de
Bacillus. En contraste, en kale se encontraron variaciones significativas en la velocidad media de germinacién y el
tiempo medio de germinacién. Lo anterior podria deberse a diferencias especificas entre especies de brasicas, en
particular a propiedades estructurales de las semillas, ya que se observé que durante la imbibicion la testa de kale
se rompid antes que la de col morada, lo cual podria facilitar la colonizacién bacteriana.

El papel de Bacillus en la mejora de la germinacién ha sido respaldado por estudios previos que destacan su
capacidad para activar mecanismos bioquimicos y fisioldgicos en las semillas (Li & Hu, 2020). Por ejemplo, B.
subtilis QM3 aumenta la expresion y actividad de amilasas en trigo, acelerando el proceso de germinacion (Hu et
al., 2022). Ademds, componentes de la matriz extracelular de Bacillus, como proteinas capaces de interactuar con
tejidos de almacenamiento, pueden inducir cambios en el metabolismo energético, como lo demostraron Berlanga-
Clavero et al. (2021). Estas propiedades podrian explicar las diferencias observadas entre kale y col morada en
este estudio, lo cual sugiere que las respuestas germinativas dependen tanto de la especie vegetal como de las
caracteristicas especificas de la cepa bacteriana.

En cuanto al desarrollo de los microvegetales, todas las variables morfoldgicas evaluadas fueron influenciadas
por las cepas de Bacillus. El incremento en la altura y el didmetro del hipocétilo podria atribuirse a la produccién
de hormonas vegetales, como citoquininas y auxinas, por parte de estas bacterias, lo que estimula la divisién y
expansion celular (Arkhipova et al., 2005; Blake et al., 2021; Etesami & Glick, 2024). Este efecto ha sido reportado
en brédsicas como la canola (Brassica napus), donde Bacillus mejord significativamente pardmetros morfologicos
(Turan et al., 2014).

El aumento en el drea cotiledonal, observado en particular con los tratamientos BsC4 y BsPC, sugiere un
impacto en la capacidad fotosintética y el desarrollo inicial de las pldntulas. Esto podria estar mediado por la
produccion de compuestos voldtiles como 3-hidroxi-2-butanona y 2,3-butanodiol, que modulan la homeostasis
hormonal y promueven un mayor crecimiento foliar (Igbal et al., 2023; Ryu et al., 2003; Zhang et al., 2007). Este
efecto confirma el papel de Bacillus como bioestimulante eficaz en las etapas tempranas del desarrollo de plantulas
(Arif et al., 2021; Turan et al., 2014).

La biomasa fresca y la biomasa seca presentaron incrementos significativos con las cepas evaluadas, superando
los valores reportados en investigaciones anteriores. Por ejemplo, B. cereus mejoré la biomasa fresca en un 26,74
% y la seca en un 36,17 % en plantulas de mostaza (Brassica rapa) (Akhtar et al., 2021). En este estudio, los
aumentos alcanzaron hasta un 43,95 % en biomasa fresca y un 58,17 % en biomasa seca para col morada, con

Agron. Mesoam. 36: Articulo 61996, 2025
ISSN 2215-3608 https://doi.org/10.15517/am.2025.61996



Gutiérrez-Chdvez et al: Efecto de Bacillus en microvegetales de brasicas

valores similares en kale. Estos resultados podrian estar relacionados con la capacidad de las bacterias para producir
ACC desaminasa, reduciendo el etileno y favoreciendo el crecimiento foliar (Misra & Chauhan, 2020; Naing et
al., 2021).

En cuanto al contenido de pigmentos fotosintéticos, se observaron efectos diferenciados segiin la especie
vegetal y el tratamiento bacteriano. En col morada, el tratamiento BsC4 increment6 significativamente la clorofila
b, mientras que en kale algunas cepas redujeron los niveles de clorofilas y carotenoides, posiblemente debido a la
induccion de estrés fisiologico leve. Estas diferencias resaltan la importancia de las caracteristicas especificas de
cada especie en la interaccion planta-microorganismo.

El contenido de nitratos, un pardmetro clave de calidad nutricional, también fue influenciado significativamente
por las cepas de Bacillus. Aunque el aumento en los nitratos puede ser beneficioso desde el punto de vista agrondmico,
es crucial garantizar que estos niveles se mantengan dentro de los limites seguros para el consumo humano (Luetic et
al., 2023; Palmitessa et al., 2020). En este caso, los niveles observados no superaron los valores maximos permitidos
por la Regulacién 1258/2011 de la Unién Europea para otras especies de brdsicas, cuyos niveles maximos estan
entre 6000 y 7000 mg NO,/kg de PF, lo que destaca el potencial de Bacillus para manejar de manera eficiente el
metabolismo del nitrégeno en condiciones controladas.

En este estudio, las cepas de Bacillus no afectaron significativamente el indice de calidad de los microvegetales,
lo cual es positivo en términos de mantener las caracteristicas sensoriales y fisicas de los microvegetales, atributos
importantes para la aceptacién por parte del consumidor (Caracciolo et al., 2020). Esto coincide con lo reportado
por Lastochkina et al. (2019), quienes indicaron que bacterias del género Bacillus empleadas como promotoras del
crecimiento o agentes de biocontrol en pre y poscosecha no afectan negativamente la calidad de los cultivos.

El rendimiento de los microvegetales se incrementd significativamente con BsC4 y Bt24, lo que sugiere
que Bacillus pueden mejorar la productividad de estos cultivos emergentes. Sin embargo, aunque se dispone de
informacidn sobre su uso como bioestimulantes en sistemas convencionales o hidroponia, existe poca evidencia de
su empleo en microvegetales (Galieni et al., 2020). Estudios previos, como el de Wang et al. (2024), han reportado
mejoras en la germinacion y la biomasa fresca con B. velezensis en microvegetales de chile, mientras que Eissa
et al. (2018) han informado que B. megaterium en combinacién con A. chroococcum 'y P. fluorescens mejoran el
tamafio y el valor nutricional de brotes de chicharos. Por lo tanto, resulta relevante investigar cémo estas bacterias
afectan la calidad y el contenido de nutrientes en especies como col morada, kale y otras brasicas cultivadas como
microvegetales en condiciones controladas.

Conclusiones

Este estudio demostrd que las cepas de Bacillus subtilis BsC4 y BsPC, asi como Bacillus thuringiensis Bt24,
tienen potencial como bioestimulantes en la produccién de microvegetales de col morada y kale bajo condiciones
controladas. Su aplicaciéon mejord significativamente diversas caracteristicas morfoldgicas y de rendimiento, en
particular la biomasa fresca y seca, y el drea cotiledonar.

El efecto de las bacterias sobre el contenido de nitratos varié segtin la especie y el tratamiento, pero los valores
observados se mantuvieron dentro de limites seguros establecidos por normativas internacionales. Esto respalda su
posible uso en la produccién comercial sin riesgos para la salud. Por otro lado, la influencia sobre el contenido de
pigmentos fotosintéticos dependié de la interaccion especifica entre las cepas bacterianas y la especie vegetal, lo
que sugiere la existencia de mecanismos diferenciados que requieren mayor investigacion.

Los resultados destacan el potencial de Bacillus spp. como herramienta sostenible para optimizar la produccién
de microvegetales, y evidencian la necesidad de estudios complementarios que analicen su impacto en otros
aspectos de calidad nutricional y fisiologia.
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