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Resumen
Las bacterias solubilizadoras de fosforo tienen la capacidad metabdlica de
transformar el fésforo inorganico insoluble en formas biodisponibles para las plantas
mediante diversos mecanismos como la produccion de acidos organicos y
sideroforos. Se considera que las cepas aisladas de plantas nativas de zonas aridas
tienen un mayor potencial para solubilizar fésforo y estan mejor adaptadas a las
condiciones ambientales extremas, debido a que han coevolucionado junto con su
huésped vegetal para enfrentar los diversos estreses ambientales en el que se
desarrollan. De esta manera, al utilizarse como biofertilizantes en la agricultura de
zonas aridas presentan una ventaja competitiva para sobrevivir, adaptarse y ejercer
su potencial promotor del crecimiento vegetal con respecto a las cepas externas.
Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue aislar, identificar y caracterizar
cepas de bacterias con capacidad de solubilizar fésforo de la rizosfera de Yucca
schidigera, planta nativa de entornos aridos. Como parte de la caracterizacion se
evaluaron mecanismos adicionales de promocion del crecimiento vegetal como la
tolerancia a la salinidad, la produccién de acido indolacético y la capacidad
antagonica. Se aislaron siete cepas morfolégicamente diferentes de las cuales se
identificaron molecularmente a las tres cepas mas eficientes como Bacillus
pretiosus, Bacillus inaquosorum y Priestia megaterium. Estas cepas alcanzaron
concentraciones de fosforo soluble de entre 316.13 = 7 y 762.43 £+ 6 mg/L en
condiciones de neutralidad, mientras que bajo estrés alcalino de pH 8, 9 y 10
alcanzaron concentraciones de 351.55 +4 a721.70 £ 12,447.19+7 a 629.60 £ 6
y 178.87 £ 7 a 259.45 + 11 mg/L, respectivamente. En todos los casos se observo
una tendencia de disminucién del pH a medida que el contenido de fésforo soluble
aumentaba, lo que se relaciond con el principal mecanismo de solubilizacion que es
la produccién de acidos organicos. Las tres cepas se clasificaron como
halotolerantes ya que fueron capaces de sobrevivir a concentraciones de NaCl de
3 y 6 %. Ademas, fueron capaces de producir acido indolacético a partir del
precursor L-triptéfano en concentraciones de 26.79 + 0.07 a 52.07 + 0.09 pg/mL.
Las cepas Bacillus inaquosorumy Priestia megaterium se seleccionaron para probar

el efecto del acido indolacético producido en semillas de pepino y tomate, ya que
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fueron las cepas mas eficientes en su produccion. De ambas cepas, P. megaterium
destaco en la promocion de la germinacion, en el aumento de la longitud de la raiz
principal y en el aumento del numero de raices secundarias, siendo particularmente
mas efectiva en las semillas de tomate que en las de pepino. Ninguna de las cepas
mostro capacidad antagonica frente a los hongos fitopatégenos Fusarium
oxysporum y Colletotrichum sp. En conclusion, la rizésfera de la Y. schidigera
alberga una diversidad de bacterias con la capacidad de solubilizar fésforo y de
sobrevivir a condiciones de estrés por salinidad y alcalinidad, lo que las convierte
en excelentes opciones como biofertilizantes para la agricultura de zonas aridas, en
donde estas condiciones ambientales son predominantes y una limitacion para la

produccion agricola. No obstante, no se recomiendan como agentes de biocontrol.

11



Abstract
Phosphorus-solubilizing bacteria have the metabolic capacity to transform insoluble
inorganic phosphorus into forms bioavailable to plants through various mechanisms,
such as the production of organic acids and siderophores. Strains isolated from
native plants of arid zones are considered to have a greater potential for phosphorus
solubilization and are better adapted to extreme environmental conditions, as they
have co-evolved with their plant host to cope with the various stresses of their
environment. Thus, when used as biofertilizers in arid zone agriculture, they have a
competitive advantage in terms of survival, adaptation, and exerting their plant
growth-promoting potential compared to external strains. Therefore, the objective of
this study was to isolate and characterize bacterial strains capable of solubilizing
phosphorus in the rhizosphere of Y. schidigera, a native plant of arid environments.
As part of the characterization, additional plant growth-promoting mechanisms were
evaluated, such as salinity tolerance, indoleacetic acid production, and antagonistic
capacity. Seven morphologically distinct strains were isolated, from which the three
most efficient strains were molecularly identified as Bacillus pretiosus, Bacillus
inaquosorum, and Priestia megaterium. These strains achieved soluble phosphorus
concentrations between 316.13 + 7 and 762.43 + 6 mg/L under neutral conditions,
while under alkaline stress at pH 8, 9, and 10, they reached concentrations of 351.55
+41t0721.70 £ 12, 447.19 £ 7 10 629.60 + 6 and 178.87 £ 7 to 259.45 + 11 mgl/L,
respectively. In all cases, a trend of decreasing pH was observed as soluble
phosphorus content increased, which was related to the main solubilization
mechanism: the production of organic acids. The three strains were classified as
halotolerant since they were able to survive NaCl concentrations of 3 % and 6 %.
Furthermore, they were able to produce indoleacetic acid from the precursor L-
tryptophan at concentrations ranging from 26.79 + 0.1 to 52.07 £ 0.1 ug/mL. The
strains B. inaquosorum and P. megaterium were selected to test the effect of
indoleacetic acid produced on cucumber and tomato seeds, as they were the most
efficient strains in its production. Of the two strains, P. megaterium stood out in
promoting germination, increasing the length of the main root, and increasing the

number of secondary roots, being particularly more effective in tomato seeds than in
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cucumber seeds. Neither strain showed antagonistic capacity against the
phytopathogenic fungi Fusarium oxysporum and Colletotrichum sp. In conclusion,
the rhizosphere of Y. schidigera harbors a diversity of bacteria with the capacity to
solubilize phosphorus. These bacteria are very efficient at solubilizing phosphorus
and possess the adaptive ability to survive saline and alkaline stress conditions,
making them excellent options as biofertilizers in agriculture in arid zones, where
these environmental conditions are predominant and a limitation for agricultural

production. However, they are not recommended as biocontrol agents.
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1. INTRODUCCION

En suelos aridos y semiaridos, la disponibilidad biolégica de fosforo (P) esta
limitada por factores como la humedad, temperatura, salinidad, pH alcalino y altos
niveles de carbonatos de calcio que precipitan el P y lo vuelven inaccesible para las
plantas (De Bashan et al., 2022; Tang et al., 2023). Como resultado, solo el 0.1 %
del P del suelo esta disponible, reduciendo considerablemente el rendimiento
agricola (Sarmah y Sarma, 2023). La aplicacién de fertilizantes fosfatados es la
practica convencional para abordar esta deficiencia, aunque su eficiencia suele ser
del 20 % a 25 % debido a la adsorcion y precipitacion en el suelo (Silva et al. 2023).
Esto ha llevado al uso excesivo de fertilizantes, generando problemas ambientales
como contaminaciéon de aguas subterraneas, acumulacion de metales pesados,
disminucién de la fertilidad del suelo y pérdida de la microbiota (Dey et al., 2021).
Por ello, la liberacion y movilizacion de formas insolubles de P es clave para
aumentar su disponibilidad y promover el uso sostenible de los recursos en regiones
aridas (Beltran et al., 2023).

Una de las opciones mas prometedoras en la biotecnologia agricola para reducir
la aplicacion de fertilizantes fosfatados es el uso de bacterias solubilizadoras de
fésforo (BSP) (Wendimu et al., 2023). Estas bacterias son capaces de transformar
los compuestos fosfatados insolubles en formas biodisponibles para las plantas
mediante diferentes mecanismos: eemo—la secrecibn de acidos organicos,
produccion de enzimas y la excrecion de sider6foros (Amri et al., 2023). Se ha
comprobado que estas bacterias forman asociaciones estables con las plantas que
viven en condiciones de aridez, ayudandolas a adquirir nutrientes y contrarrestar los
efectos de estrés causados por factores bidticos y abidticos (Ayangbenro y
Babalola, 2021). Entre los principales géneros de BSP aislados de suelos aridos se
encuentran Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter y Azotobacter (Guardiola et al.,
2023). La incorporacion de estas bacterias como inoculantes en cultivos de
importancia econémica como el maiz, trigo, algodén, tomate y pepino han

incrementado la biomasa vegetal, la extension de las raices y el rendimiento del

14



grano, entre otros parametros de crecimiento vegetal (Pang et al., 2024). Al mismo
tiempo, algunas de ellas han demostrado la capacidad de producir fitohormonas y
de antagonizar patdgenos del suelo (Behera et al., 2024). No obstante, la utilizacion
de estos inoculantes ha mostrado resultados inconsistentes al aplicarlos en distintos
tipos de suelo. Esto se debe a que las BSP formuladas estan naturalmente
adaptadas para ser activas y viables en sitios con condiciones similares a las del
lugar donde fueron aisladas (Mufioz et al., 2024). Por ello, se recomienda utilizar
bacterias nativas de la regidén destino a la que se aplicaran, dado que poseen una
mayor capacidad para colonizar la rizésfera, competir con otros microorganismos

por recursos limitados y persistir en el suelo (Lapsansky et al., 2016).

Diversas especies de BSP se han identificado en plantas xeréfilas como Tamarix
ramosissima, Prosopis juliflora, Larrea ftridentata y Simmondsia chinensis
(Abdelmoteleb y Mendoza, 2020b; ALKahtani et al., 2020; Moreno et al., 2015; Pérez
et al., 2017). Sin embargo, no existen estudios de bioprospeccion sobre la rizosfera
de la Y. schidigera, una especie nativa de regiones aridas del noroeste de México y
del suroeste de los Estados Unidos, que prospera en condiciones extremas de
temperatura, sequia y alcalinidad (Castellon et al., 2002; Zufiga et al., 2022). En
este entorno, donde se favorece la fijacion de P, se sugiere que la planta modifica
la rizésfera para atraer bacterias solubilizadoras de P, facilitando la adquisicién de
este nutriente. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue aislar bacterias
solubilizadoras de fosforo asociadas a la rizosfera de Y. schidigera y caracterizar su
potencial como promotoras del crecimiento vegetal, con el fin de proponerlas como

biofertilizantes eficaces para la agricultura en zonas aridas.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1Dinamica de la fertilizacion quimica fosfatada en zonas aridas

A nivel mundial, las zonas aridas abarcan el 41 % de la superficie terrestre (6 mil
millones de hectareas). Particularmente, el 14 % de esta superficie se encuentra
dedicada a la agricultura, convirtiéndolas en regiones econdmicamente importantes
(de Souza et al., 2022). No obstante, la actividad agricola en estas zonas enfrenta
diversos desafios ambientales que dificultan lograr rendimientos éptimos en la
produccion. Entre los principales se encuentran los déficits prolongados de
precipitacion, las altas tasas de evapotranspiracion y la limitacion de nutrientes en
el suelo, especialmente el fosforo (Astorga et al., 2021). Esto ultimo se debe al bajo
contenido de materia organica, el alto nivel de salinidad y las deposiciones de
carbonatos de calcio en las superficies, lo que los hace comunmente alcalinos (De
Bashan et al., 2022). Esta caracteristica limita la concentracion de P disponible en
la solucién del suelo, ya que los compuestos basados en calcio (Ca) dominan la
retencion del P mediante procesos de precipitacion y adsorcidon superficial,
formando complejos minerales como el fosfato tricalcico (Timofeeva et al., 2022).
Generalmente, el P inorganico se encuentra en tres formas insolubles en el suelo
alcalino: fosfatos primarios estables (apatitas, estrengita y variscita), minerales de
P secundarios (Ca-P) y P absorbido en arcila (Dey et al, 2021).
Desafortunadamente, las plantas solo pueden tomar el P inorganico en forma de
aniones ortofosfato (H2PO4~ y HPO4?"), los cuales estan disponibles en un rango
estrecho de pH (6.0 — 6.5) y, por lo tanto, se encuentran naturalmente en cantidades
muy bajas en los suelos agricolas, por lo que son suministrados principalmente a
través de la fertilizacion quimica (Ibrahim et al., 2022). El contenido promedio de P
del suelo es de alrededor de 0.05 % (p/p), del cual solo el 0.1 % esta disponible para

el uso de las plantas (Sarmah y Sarma, 2023).

Dependiendo de las especies de cultivo, las propiedades del suelo y las practicas
agricolas, los fertilizantes fosfatados pueden aplicarse a tasas de hasta 120 kg/ha

(Khan et al., 2023). Estas tasas de aplicacion representan entre 5 y 20 veces mas
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el fertilizante requerido por las plantas (Tang et al., 2023b). Sin embargo, estas
cantidades que pueden resultar excesivas, se han determinado debido a la
disparidad entre la cantidad de fosfatos liberados por los fertilizantes y la cantidad
final disponible para ser absorbida por las raices de las plantas (Li et al., 2024b). Se
considera que el uso del P en los cultivos tiene una eficiencia promedio entre el 20
% y el 25 % de la cantidad total aplicada (Silva et al., 2023). Esta situacion ha
generado una gran acumulacion de reservas de P insoluble en la mayoria de los
suelos agricolas, conocidas como P heredado o P residual. Considerando que la
aplicacién anual de fertilizante fosfatado es de aproximadamente 45 millones de
toneladas, el porcentaje de fosfatos acumulados podria ser suficiente para sostener
la maxima produccion agricola a nivel mundial durante al menos un siglo (Wendimu
et al, 2023). Tal acumulacion representa una amenaza para el entorno
agroecologico, la economia y la salud humana. La aplicacion excesiva de
fertilizantes fosfatados ha desencadenado fendbmenos como la eutrofizacion, las
emisiones de contaminantes atmosféricos, la acumulacion de metales pesados (p.
ej., cadmio, uranio, plomo, mercurio) en suelos agricolas y en alimentos, asi como
la disminucion de la actividad biolégica del suelo (Dey et al., 2021). Por otra parte,
el precio de los fertilizantes fosfatados ha aumentado en un 92.6 % entre 2017
(89.69 USD/mt) y 2022 (172.82 USD/mt), lo que ha elevado drasticamente la

inversion agricola (Wendimu et al., 2023).

A pesar de todos los inconvenientes asociados a la fertilizacion fosfatada, no es
posible disminuir el suministro de P en los cultivos. Este elemento se considera el
segundo macronutriente mas importante debido a su participacion en diversos
procesos estructurales y funcionales en las plantas (Amri et al., 2023). Es necesario
para la sintesis de acidos nucleicos, el metabolismo de lipidos, la transduccién de
sefales, el desarrollo radicular, la floraciéon y la fructificacion (Kalayu, 2019).
También esta involucrado en procesos de transferencia de energia como la
fotosintesis y la respiracion, y es un componente de moléculas energéticas como el
ATP (Silva et al., 2023). La deficiencia de este nutriente desencadena un retraso en
el crecimiento, aumenta la ramificacion, disminuye la formacién de hojas,

compromete la polinizacion, reduce las tasas de floracion y genera un desarrollo
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deficiente de frutos y semillas (Khan et al., 2023). En consecuencia, pueden
presentarse reducciones del rendimiento de hasta un 15 % en los cultivos
(Elhaissoufi et al., 2022). Por lo tanto, lo que resulta imprescindible es la busqueda
de estrategias ambientalmente y econdmicamente viables que no comprometan la
nutricion vegetal, pero que sustituyan parcialmente la utilizacién de fertilizantes
fosfatados a través de la movilizacion del P residual presente en los suelos (Beltran
et al., 2023).

2.2 Bacterias solubilizadoras de fosforo como una alternativa frente a la
fertilizacion quimica fosfatada

Con el propésito de minimizar los efectos perjudiciales de la fertilizacion
quimica y disminuir sus altos costos, ha surgido como estrategia prometedora el uso
de bacterias con capacidad de solubilizar fésforo. Este grupo de bacterias habita
comunmente en la rizésfera de las plantas, que es la zona inmediatamente
adyacente a las raices en donde existe una gran actividad microbiana derivada de
las altas concentraciones de fuentes de carbono debido a la rizodeposicion
(Guardiola et al., 2023). Estas bacterias pertenecen al grupo de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés: Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria), que se caracterizan por ser microorganismos altamente
competentes para colonizar la superficie de la raiz, establecer relaciones simbidticas
con las plantas y promover su crecimiento mediante la fijacion y solubilizacion de
elementos nutritivos esenciales (Khatoon et al., 2020). En particular, las BSP
destacan por su capacidad de mineralizar el P organico mediante la liberacion de
enzimas fosfatasas y de solubilizar compuestos de P inorganico como la
hidroxiapatita, el fosfato de roca y el fosfato tricalcico, mediante la secrecién de
acidos organicos y sideroforos en el ambiente del suelo (Mahdi et al., 2020). Através
de estos mecanismos son capaces de movilizar gran parte del P residual y
convertirlo en P labil, el cual puede ser absorbido y utilizado por las plantas. Se ha
demostrado que la inoculacion del suelo con BSP aumenta la fraccion de P labil

hasta un 50 % (Beltran et al., 2023). Transformar estas fuentes de P insoluble
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retenidas en el suelo por procesos naturales de precipitacion, genera una reduccion
de la dependencia de fertilizantes quimicos fosfatados, promoviendo Ia
recuperacion de zonas contaminadas con fésforo y el aumento de la sostenibilidad
de los sistemas agricolas (Iftikhar et al., 2024). En este contexto, la implementacion

de las BSP en la produccion agricola va cobrando cada dia mas relevancia.

En la agricultura moderna las BSP son consideradas biofertilizantes
fosfatados, siendo los principales géneros utilizados Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Azotobacter, Azospirillum
y Erwinia, debido a su eficacia y abundancia natural en la rizosfera de una gran
diversidad de plantas (Guardiola et al., 2023). Un biofertilizante es todo aquel
producto con soporte o base liquida que contiene microorganismos vivos, solos o
en combinacién, que colonizan la rizésfera o el interior de la planta promoviendo su
crecimiento al aumentar el suministro o la disponibilidad de nutrientes primarios
(Basu et al., 2021). Estos productos se encuentran entre los componentes vitales
de las estrategias de manejo integrado de nutrientes (MIN) para lograr la
productividad y la sostenibilidad del suelo (Mahmud et al., 2021). La integracion de
BSP en practicas agricolas sostenibles comienza con la identificacién y seleccion
de cepas que exhiban gran capacidad de solubilizacién de P en condiciones
controladas de laboratorio, optimizando las condiciones de cultivo para aumentar su
proliferacion y eficiencia (Elhaissoufi et al., 2022). En esta etapa también se
identifican los mecanismos relacionados con la solubilizaciéon, asi como otros
posibles mecanismos asociados al crecimiento vegetal mediante técnicas
bioquimicas (Basu et al., 2021). La siguiente etapa consiste en realizar ensayos
controlados con varios cultivos de interés agronémico y diferentes tipos de suelo,
considerando la dosis apropiada para cada cultivo y la persistencia de la cepa en el
suelo (Ramos et al., 2024). Finalmente, las BSP deben aplicarse en campo junto
con las practicas agricolas tradicionales para evaluar su impacto en la disponibilidad
de P del suelo, el crecimiento de las plantas y el rendimiento de los cultivos (Allouzi
et al., 2022). Esta ultima etapa es vital para confirmar la viabilidad practica, los

beneficios econdmicos y ambientales de esta biotecnologia. Ademas, antes de ser
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liberados al mercado, se deben realizar pruebas de bioseguridad para evitar riesgos

para la salud humana, animal y ambiental (Wendimu et al., 2023).

En cuanto a la formulacién de los bioinoculantes, esta consiste en mezclar a
las BSP con un material portador que les brinde soporte y proteccion durante el
transporte y el almacenamiento (Chaudhary et al., 2020). Las principales
caracteristicas de un portador son: facilidad de esterilizacion, disponibilidad en
grandes cantidades, econdmico, renovable y seguro para las plantas, la salud
humana y el medio ambiente (Elhaissoufi et al., 2022). Pueden formularse en
presentacion soélida o liquida. En la presentacién sdlida, los materiales portadores
comunmente utilizados son el aserrin, la turba, la vermiculita, la perlita, el alginato y
las perlas de poliacrilamida. Mientras que, en la presentacion liquida, las
suspensiones bacterianas utilizan como material portador caldos nutritivos, aceites
minerales u organicos y agua (Fadiji et al., 2024). Los biofertilizantes liquidos son
los que se emplean con mayor frecuencia debido a que facilitan la incorporacion de
ingredientes que favorecen el crecimiento de las cepas bacterianas y a su
compatibilidad con la maquinaria agricola moderna, lo que simplifica su manejo y
aplicacion tanto en suelo como en semillas (Mahanty et al., 2017). También
presentan una mayor densidad celular (1 x 108 a 1 x 10° UFC/mL), por lo que su
dosificacion es un 10 % menor con respecto a los biofertilizantes solidos (Allouzi et
al., 2022). Ademas, estos ultimos suelen liberar mas lentamente a las BSP lo que
puede retrasar la aparicion de los efectos en el entorno objetivo. Finalmente, lograr
una distribucion homogénea de las bacterias a lo largo de toda la matriz sdlida
puede resultar complejo (Fadiji et al., 2024). Para la aplicaciéon de las BSP como
biofertilizantes liquidos se han empleado diversos métodos, que van desde el
tratamiento de las semillas, la inmersién de las raices, la enmienda del suelo, la
pulverizacion foliar y el riego por goteo, siendo los tres primeros los mas comunes
(Ibanez et al., 2023). El tratamiento de semillas consiste en sumergirlas en la
suspension bacteriana durante un tiempo determinado, lo que promueve el contacto
inmediato con las bacterias y requiere una menor cantidad de in6culo (Cardarelli et
al., 2022). Este método implica el uso de materiales adherentes para asegurar la

persistencia de las bacterias en las semillas. Entre los agentes adhesivos mas
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utilizados se encuentran la sacarosa, la goma arabiga, la metilcelulosa, la
polivinilpirrolidona, las sales de caseinato y el acetato de polivinilo (Mahmood et al.,
2016). Por otra parte, en plantulas bien desarrollas las raices se sumergen en
soluciones de bioinoculantes a concentraciones especificas, durante un tiempo
definido antes de su trasplante a campo. Esta técnica se emplea comunmente en
cultivos que requieren trasplante, como arboles o ciertas hortalizas (Thomas y
Singh, 2019). Finalmente, la enmienda del suelo consiste en la aplicacion del
bioinoculante directamente sobre la fraccidén del suelo cercana al sistema radicular.
Este método se reserva para plantas que han alcanzado la madurez y estan listas
para la floracion y la fructificacion, lo que a menudo requiere una concentracion

sustancial de inéculo (Ibafiez et al., 2023).

Diversos estudios han demostrado que la inoculacién BSP en combinacion con
fertilizacion quimica ha demostrado mejorar significativamente la eficiencia del uso
del fésforo en sistemas agricolas. Por ejemplo, Mazylyté et al. (2022) observaron
que la aplicacion conjunta de fertilizantes minerales y Bacillus sp. MVY-004
incrementd la concentracion de fésforo mévil en el suelo entre 10 % y 15 % en
comparacion con el uso exclusivo de fertilizantes NPS-12:40:10. De forma similar,
Ma et al. (2024) reportaron que la aplicacion sinérgica de BSP y fertilizante fosfatado
en maiz aumentd la biomasa seca aérea y radical en 92.98 % y 110.33 %,
respectivamente. Finalmente, Massucato et al. (2025) reportaron que, en el cultivo
de soja, la utilizacion de BSP aumentd el rendimiento en 15.34 % en comparacion
con el control, que recibié el 30 % de la dosis recomendada de P, y la productividad
fue similar a la de los tratamientos que recibieron fertilizacién con 50 % y 100 % de
P.

2.2.1 Principales mecanismos de solubilizacion de P inorganico
2.2.1.1 Produccion de acidos organicos
El principal mecanismo que utilizan las BSP para solubilizar el P en los
ambientes aridos es la secrecidn de acidos organicos, especialmente &acido

glucodnico, acido citrico, acido malico, acido oxalico y acido succinico (Alaylar et al.,
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2019). Los acidos organicos son compuestos de bajo peso molecular que resultan
de la fermentacion, la respiracion y la oxidacién directa de compuestos de carbono
en el metabolismo bacteriano (Rawat et al., 2021). Su funciéon consiste en la
creacion de micrositios acidos que reducen el pH, ocupando los sitios de
intercambio en el suelo, impidiendo la adsorcion del P y en unirse a los cationes
responsables de su precipitacion (quelaciéon) (de Almeida et al., 2024). De manera
especifica, liberan iones H* que reducen el pH alcalino de los suelos, lo que conduce
a la aparicion de formas divalentes y trivalentes de P inorganico: HPO4?~ y H2PO4~
(Cheng et al., 2023). Ademas, debido a sus grupos funcionales carboxilo e hidroxilo,
muestran una alta afinidad por cationes como el calcio (Ca?*), el hierro (Fe3*) y el
aluminio (AP*), lo cual favorece la movilizacion del P retenido en complejos
minerales con estos metales a través de reacciones de intercambio de ligando
(Zuluaga et al., 2023). Se ha reportado que la mayoria de las BSP liberan con mayor
facilidad el P retenido en el fosfato tricalcico que en los fosfatos de aluminio y hierro
(Aliyat et al., 2022). Con base en esto, se recomienda evaluar las BSP utilizando
fuentes de fosfatos asociadas al tipo de suelo de la regién de destino, para
garantizar la eficiencia en condiciones reales de campo. Por ejemplo, las BSP deben
evaluarse utilizando derivados del fosfato de roca en condiciones alcalinas y
fosfatos de Fe y Al en condiciones acidas (Ahash et al., 2025). Tanto en condiciones
in vitro como en campo, la produccion de acidos organicos ha dado lugar a estos
procesos de quelacion de iones minerales, junto con cambios de pH, para llevar el
P insoluble a la solucion del suelo (Khatoon et al., 2020). No obstante, la eficiencia
de solubilizacion mediante estos mecanismos esta estrechamente relacionada con
la cantidad y la naturaleza de los acidos organicos liberados (Kalayu et al., 2019).
Entre los diferentes acidos organicos, los acidos alifaticos son mas efectivos que los
acidos aromaticos, y los acidos dicarboxilicos y tricarboxilicos son mas efectivos
que los monocarboxilicos en la solubilizacién del P (Pan y Cai, 2023). La eficiencia
de los acidos organicos se ha asociado con la constante de acidez (pKa), la cual
representa la fuerza de un acido para disociarse y liberar H*; un coeficiente bajo
indica un alto grado de disociacién (mayor liberacion de H*) mientras que un
coeficiente alto indica una disociacion menor (menor liberacién de H*) (Ahash et al.,
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2025). La cantidad de H* liberados en el medio influye directamente en la
solubilizacion del P, debido a la sustitucién del Ca?* por H* (Nobahar et al., 2017).
Esto proporciona una mayor comprension de las menores eficiencias de
solubilizacion del P inorganico asociadas con los acidos monocarboxilicos, como el
acido acético (pKa = 4.76), el acido lactico (pKa = 3.86), el acido glucénico (pKa =
3.86) y el acido férmico (pKa = 3.75) (Ughamba et al., 2025). En comparacién con
los acidos dicarboxilicos y tricarboxilicos como el acido malico (pKa = 3.46), el acido
citrico (pKa = 3.13) y el acido oxalico (pKa = 1.27), los cuales al poseer coeficientes
de acidez mas altos logran solubilizar mayores cantidades de P (Jiang et al., 2020).
Ademas, los acidos dicarboxilicos y tricarboxilicos también son mas eficientes para
quelar a los iones metalicos unidos al P, ya que los grupos carboxilicos son los que
“atrapan” a los iones metalicos y si una molécula tiene dos o mas de estos grupos
puede atraparlos con mas fuerza y formar complejos mas estables (Ma et al., 2025).
Por ejemplo, el acido citrico tiene tres grupos carboxilicos y un grupo hidroxilo; la
cantidad de sitios de intercambio en este acido y un pKa bajo explican por qué es
uno de los acidos organicos mas eficientes en la solubilizacién de P, la cual se lleva
a cabo tanto por intercambio i6nico con calcio como por acidificacion del medio
mediante la liberacién de H* (de Almeida et al., 2024). Jiang et al. (2020) reportaron
que los acidos dicarboxilicos producidos por Penicillium oxalicum PSF-4 fueron los
principales responsables de la solubilizacién del fosfato tricalcico en comparacion
con los acidos carboxilicos presentes, lo cual se asocié con los coeficientes de
acidez, que parecian ser el factor clave que determinaba la eficiencia de los
procesos de solubilizacion. No obstante, el &cido glucénico, un acido
monocarboxilico, es considerado el principal acido organico secretado por la
mayoria de las BSP a través de la enzima glucosa deshidrogenasa en la via de

oxidacion directa de la glucosa (Pang et al., 2024).

La deteccion in vitro de este mecanismo suele realizarse en medios sélidos
y liquidos que contienen una fuente de fosfato insoluble como el medio Pikovskaya
(PVK) y el medio de fosfato del Instituto Nacional de Investigacion Botanica
(NBRIP). En los medios sélidos, las BSP forman zonas de aclarado alrededor de las

colonias denominadas halos de solubilizacion, que constituyen la principal evidencia
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de la disolucion del fosfato insoluble como resultado de la liberacion de acidos
organicos en el medio (Liu et al., 2015). En algunas ocasiones se afaden
indicadores de pH, como el purpura de bromocresol o el azul de bromofenol, para
facilitar la visualizacion de esta zona de acidificacion al virar el color original del
medio. La importancia de esta prueba radica en que el diametro del halo de
solubilizacion se ha asociado directamente con la capacidad de las cepas para
solubilizar el P, lo que permite clasificarlas en baja, media y alta eficiencia (Teles et
al., 2024). Esta asociacion se mantiene actualmente y es el principal criterio para la
seleccion de BSP, a pesar de que algunos autores han discrepado de ella,
demostrando que incluso algunas cepas que no produjeron halos en medio sélido
fueron las que alcanzaron una mayor concentracién de P soluble en otras pruebas
(Elhaissoufi et al., 2022). Si bien la formacién de halos en medios sdlidos es
considerada el primer indicio de la produccion de acidos organicos, esto suele
complementarse simultdneamente con pruebas en medios liquidos, donde se
monitorean los cambios de pH y la concentracién del P solubilizado (Aliyat et al.,
2022). En dichas pruebas se ha encontrado una fuerte correlacion negativa entre
estos factores, de modo que, a medida que el pH disminuye, la concentracion de P
soluble aumenta (Alori et al., 2017). En cepas como Bacillus amyloliquefaciens se
ha encontrado que el pico de mayor produccion de acidos organicos como el
tartarico, el citrico y el succinico en medio PVK, coincidié con el momento en el que
el contenido de P soluble fue gradualmente mas alto (Zhang et al., 2023). En
Enterobacter sp. también se ha encontrado una correlacion positiva entre las
concentraciones de acidos organicos y la fraccion de P soluble, mientras que el valor
de pH y el contenido de acidos organicos presentan una correlacion negativa
(Zuluaga et al., 2023). De forma mas especifica, en Pseudomona agglomerans se
ha observado que el pH del cultivo disminuye de 8 a 4.65 durante el periodo de
aumento lineal del P soluble. Ademas, mediante cromatografia en capa fina (TLC)
se ha detectado la presencia de acido glucénico en el sobrenadante del cultivo y se
han amplificado genes como el de la glucosa deshidrogenasa (gdh) los cuales estan
directamente implicados en la produccion de este acido organico (Saadouli et al.,
2021).
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2.2.1.2 Produccion de sideroforos, sustancias poliméricas extracelulares

y liberacion de protones
El proceso de quelacidon de iones metalicos unidos al P es llevado a cabo
principalmente por acidos organicos; sin embargo, existen otros metabolitos como
los sideroforos y los polisacaridos extracelulares que pueden llevar a cabo este
proceso (de Almeida et al., 2024). Los sideréforos son proteinas de union al hierro
de bajo peso molecular, que las bacterias excretan en respuesta al estrés férrico en
el suelo (Ughamba et al., 2025). Sin embargo, aunque los iones Fe3* son su
prioridad, también pueden quelar iones Ca?* y AI**, liberando iones fosfato retenidos
por estos iones metalicos (Pan y Cai, 2023). Por otra parte, las sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) son polimeros de azucar o proteinas de alto peso
molecular unidos a las superficies bacterianas, que contienen grupos funcionales
anionicos (por ejemplo, hidroxilo, carboxilo y grupos amino) que pueden formar
complejos con los mismos iones metalicos que los sideroforos (Silva et al., 2023).
En cuanto a la extrusion de protones, se considera otro modo alternativo de
solubilizacion de P, que consiste en la liberacion de H* tras la asimilacion del amonio
(NH4™) presente en el suelo para la sintesis de aminoacidos (Rawat et al., 2021).
Estos iones H* reducen el pH del suelo favoreciendo la solubilizacién del P. Sin
embargo, aunque estos mecanismos pueden extrapolarse como un medio de
solubilizacion de P, no es su objetivo especifico y por lo tanto no se encuentran
ampliamente documentados como mecanismos principales de solubilizacion en

comparacion con la produccion de acidos organicos (Ughamba et al., 2025)

2.3 Caracterizacion y aplicacion de bacterias solubilizadoras de fésforo

La utilizacion de este tipo de bacterias como biofertilizantes ha dado resultados
muy prometedores en una diversidad de cultivos de importancia agricola, en los que
han destacado rasgos agrondmicos que mejoran los ingresos y la sostenibilidad de
los sistemas productivos. Su incorporacion representa una alternativa tecnolégica
con impactos productivos, econdmicos y ambientales altamente relevantes. Por ello,

los esfuerzos cientificos actualmente se dirigen a la busqueda y caracterizacion de
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nuevas especies que puedan utilizarse como insumos para la elaboracion de estos

productos y su posterior evaluacion en los diferentes cultivares (Cuadro 1y 2).

Cuadro 1. Caracterizacion de bacterias solubilizadoras de fosforo.

Ambiente BSP Rasgos PGPR Referencia
Rizosfera de Alcaligenes Solubilizacién de P Pande
Zea mays aquatilis y de 277.72 a 305.49 etal. (2017)
Burkholderia sp. pMg/mL,
respectivamente.
Rizosfera de Bacillus Solubilizacién de P Mahdi
Chenopodium  licheniformis QA1 de hasta 346 + 8.71 et al. (2020)

quinoa

Riz6sfera de
Larrea
tridentata

Rizosfera de
Phoenix
dactylifera

Suelos
alcalinos

Streptomyces sp.

Pseudomonas
agglomerans
V8R67

B.
amyloliquefaciens

mg/L.

Produccion de AIA
de 1805 = 2.22
pg/mL.

Tolerancia a la
salinidad de 300 a
1500 Mm de NaCl.

Solubilizacion de P
de 71.08 = 431
Mg/mL.
Produccion de AlA
de 230.29 + 15.12
pMg/mL.

Solubilizacion de P
de hasta 990 mg/L.

Solubilizacion de P
de 102.73 mg/L.
Tolerancia al estrés
salino de 1 a 10 %
NacCl.

Abdelmoteleb
y Mendoza,
20202

Saadouli et
al. (2021)

Zhang
et al. (2023)
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Riz6sfera de
Sarcocornia
fruticosa

Bacillus sp. SS85,
SS89, SS231y

SS294

o Solubilizacién de P

de 474.798,
210.651, 500.476 y
351.641 mg/kg,
respectivamente.
Tolerancia a la
salinidad de 5 %
NacCl.

Teles
et al. (2024)

Cuadro 2. Efectos en el crecimiento vegetal por la aplicacion de bacterias

solubilizadoras de fésforo.

Cultivo BSP Impacto agronémico Referencia

Maiz Bacillus  subtilis o Incremento en Anzuay
18MZR, la altura de la  etal. (2017)
Lysinibacillus planta, la
fusiformis 31MZR, longitud de la Rafique
Pantoea sp. J49 y raiz y el brote. et al. (2017)
Serratia sp. J260. o Aumento en la

concentracion
de P en la
planta.

o Incremento en
el peso seco
de la raiz.

Trigo Kocuria rhizophila, o Aumento en la Afridi
Cronobacter biomasa et al. (2019)
sakazakii y fresca y seca
Pseudomonas de la planta. Kour
libanensis EU- o Aumento enla  etal. (2020)

LWNA-3.

longitud de la
raiz y de los
brotes.

o Incremento en
el contenido
de clorofila y
acumulacion
de prolina en
las hojas.
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Frijol B. megaterium AL-
18, B. cereus AL-
19 y Variovorax
soil SHI05.

Guayaba Sinorhizobium
mexicanum ITTG-
R7T

Algodon Bacillus  pumilus

TPB30 y Bacillus
halotolerans
TPB19.

Incremento de
la altura de la
planta y la
longitud de los
brotes.
Aumento en el
contenido de
pigmentos
fotosintéticos
(clorofilasay b
y
carotenoides).
Aumento del
indice de
vigor.
Incremento en
la longitud de
la raiz, asi
como el peso
fresco y el
peso seco.

Aumento en el
contenido de
clorofila total.
Incremento en
la  cobertura
foliar de las

plantas y
diametro basal
del tallo.

Aumento en el
ndmero de
flores y frutos.

Incremento en
la longitud del
brote, asi
como en el
peso fresco y
seco.

Aumento en el
indice de vigor
y del
porcentaje de

Abdelmoteleb y
Gonzalez
(2020b)

Li
et al. (2022)

Rincoén
et al. (2022)

Shah
et al. (2022)
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germinacion

de las
semillas.
Suaeda salsa Bacillus sp. o Aumento en la Wang
DYS2011 altura de la etal. (2023)
planta y la
biomasa
aérea.

o Incremento en
el porcentaje

de
germinacion.
Tomate Bacillus sp. vy o Incremento en Bai
Pseudomonas sp. el  contenido et al. (2024)
NK2. de P en los
brotesy laraiz. Bakki
o Aumento enla etal. (2024)
longitud y el

peso fresco y
seco de los
brotes.

o Aumento en la
altura de la
planta y en la
biomasa
aérea.

2.4 Yucca schidigera como fuente de bacterias solubilizadoras de fésforo
Como se menciond en el apartado 2.2, se ha demostrado que existe una
mayor proporcion y diversidad de bacterias solubilizadoras de P en la rizésfera de
las plantas en comparacién con el suelo a granel, y que su actividad metabdlica es
mas fuerte debido a que las plantas estimulan la actividad microbiana a través de
sus rizodeposiciones de fuentes de carbono y nitrogeno (Li et al, 2023). En
consecuencia, los estudios de bioprospeccion de este tipo de bacterias se ha
dirigido a la zona rizosférica. No obstante, existen otras consideraciones en las
busquedas actuales de BSP, como el habitat y el hospedante de los que se aislan.
Esto se debe a que las BSP estan ampliamente distribuidas en los suelos, pero

estas comunidades microbianas no siempre incluyen cepas altamente eficientes;
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sus capacidades estan influenciadas por varios factores como el clima, las
propiedades del suelo y las condiciones ecoldgicas (Santos et al., 2025). Se
considera que las bacterias aisladas de plantas nativas de suelos en extremos
ambientales como suelos salino-alcalinos, con un alto nivel de deficiencia de
nutrientes o de ambientes de temperatura extrema, tienden a solubilizar mas fosfato
que las de suelos con condiciones mas moderadas (Alori et al., 2017; Lopes et al.,
2024; Zhang y White, 2021). Tal es el caso de la Y. schidigera, una planta nativa de
los estados de Baja California y Sonora, cuyo habitat se extiende desde la region
arida del noroeste de México hasta el desierto de Mojave en el suroeste de los
Estados Unidos (Zuhiga et al., 2022). Esta planta es de crecimiento lento y prospera
en un clima caracteristico de alta temperatura y baja precipitacién pluvial, asi como
en suelos secos, salinos, alcalinos y con escasos nutrientes (Castellon et al., 2002).
Por lo tanto, se considera que este tipo de plantas y su microbiota han
coevolucionado para adoptar una serie de mecanismos bioquimicos, fisiolégicos y
moleculares que les permiten prosperar en condiciones severas de estrés biotico y
abidtico (Astorga et al., 2021; Ayangbenro y Babalola, 2021). Este tipo de plantas
pueden regular los exudados radiculares que liberan para modificar la composicion
de su rizésfera y promover el crecimiento de microorganismos especificos que
mejoran la aptitud de las plantas en un ecosistema dado (Zhalnina et al., 2018). Es
asi como en las regiones aridas en donde la deficiencia nutricional de P es uno de
los principales estreses abidticos, se ha documentado que las plantas como la Y.
schidigera aumentan la asociacion biolégica de la raiz con cepas de vida libre
capaces de solubilizar fuentes de P inorganico (Hu et al., 2025; Ramos et al., 2024).
De esta manera, garantizan el suministro eficiente de este nutriente primario, sin
incrementar el gasto energético que implicaria activar otros mecanismos de
obtencion de P (Santos et al., 2025). No obstante, no se han dilucidado los cambios
taxonoémicos ni las diferencias en la movilizacion de P de los taxones microbianos
cuando las plantas modulan de manera diferente sus exudados radiculares en

respuesta a la deficiencia de P (Sun et al., 2022).

Se ha sefalado que los microorganismos benéficos nativos son mas

sensibles y adaptables a las sefales de los exudados de las raices, lo que les
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permite establecer nichos en la rizosfera de manera mas eficaz que los inéculos
externos, lo que conlleva otro beneficio de la seleccion de cepas de plantas nativas
de la zona a la que se destinaran como biofertilizantes (Jiang et al., 2020). Ademas,
estas cepas estan mejor adaptadas a las condiciones ambientales y del suelo,
poseen una mayor capacidad competitiva frente al resto de la microbiota silvestre y
proliferan conservando sus capacidades promotoras del crecimiento vegetal (Cheng
et al., 2023). Si bien existe variabilidad ambiental y edafica en Baja California, las
regiones agroecoldgicas mantienen rasgos comunes que facilitan el establecimiento
de cepas locales, en contraste con las cepas externas. Por otra parte, al igual que
la Y. schidigera existen otras especies vegetales xerofilas en el estado que podrian
ser una fuente prometedora de cepas solubilizadoras de P, las cuales se recomienda
que sean objeto de estudio para otros trabajos de bioprospeccion. Esto se debe a
la necesidad de comprender la diversidad y las caracteristicas comunes de las
comunidades microbianas que habitan el suelo rizosférico de diferentes especies
vegetales, a fin de dilucidar las interacciones planta-microorganismo y su impacto
en el funcionamiento de los ecosistemas (Santoyo et al., 2022). De esta manera, se
define el microbioma central de cada planta y de los entornos ambientales, lo que
facilita el desarrollo de biofertilizantes, asi como de practicas agricolas sostenibles
y de estrategias de gestion de ecosistemas en la agricultura de zonas aridas
(Rajguru et al., 2024).

2.5 Mecanismos adicionales de promocion del crecimiento vegetal

desarrollados por bacterias solubilizadoras de fésforo

2.5.1 Resistencia al estrés salino

Las regiones aridas se ven fuertemente afectadas por la salinidad, una
condicion que no solo tiene efectos adversos en las propiedades fisicas y quimicas
del suelo, sino que también afecta el crecimiento y desarrollo de los cultivos
(Mahmud et al., 2021). Entre los métodos empleados para disminuir los efectos
perjudiciales de la salinidad destaca la aplicacién de indculos de PGPR, como una
opciodn practica, econémica, sustentable y asequible (Patani et al., 2023). Las PGPR

(entre las cuales se incluyen las BSP) estan dotadas de varios mecanismos de
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aclimatacion a condiciones de estrés salino. Bajo un estrés salino leve (2 — 4 dS/m),
la principal estrategia celular es aumentar la captacion y la acumulacion intracelular
de iones K* para evitar la pérdida de agua y contrarrestar el estrés osmético (Salma
et al., 2025). El aumento de la concentracion interna de K* sirve como un ajuste
inicial a la presion osmatica interna de la célula, igualando asi la presion osmatica
a través de la membrana plasmatica y contrarrestando las fuerzas osmdticas
externas (Beagle y Lockless, 2021). Esta captacion de iones en las bacterias se
facilita por transportadores especializados de K*, como los sistemas Kup/HAK/KT y
Trk (Goszcz et al., 2025). No obstante, las concentraciones intracelulares de K*
demasiado altas pueden tener efectos negativos en la sintesis y la funcion proteica,
por lo que, bajo estrés salino grave (> 8 dS/m), las bacterias adoptan otros
mecanismos, como la sintesis y la acumulacion de solutos compatibles (Szatmari et
al., 2020). Los solutos compatibles son compuestos organicos de bajo peso
molecular que funcionan como osmoprotectores; estos incluyen aminoacidos y sus
derivados (prolina, betaina, colina, glutamato, etc.), polioles (manitol, sorbitol,
glicerol, etc.) y azucares en grandes cantidades (Salma et al., 2025). La funcion
principal de los solutos compatibles es equilibrar la diferencia de presion osmética
entre el citoplasma y el exterior de la célula cuando las bacterias se encuentran en
condiciones de alta salinidad, ademas, aumentan la fluidez de la membrana celular
y estabilizan las proteinas uniéndose a su superficie y previniendo la
desnaturalizacion relacionada con el estrés (Valencia et al., 2024). Los solutos
compatibles se producen a través de vias biosintéticas de aminoacidos o de
azucares, en las que las bacterias pueden utilizar diferentes fuentes de energia,
carbono y nutrientes, incluyendo glucosa, lactato, extracto de levadura y varias sales
inorganicas (Goszcz et al., 2025). Otro mecanismo destacable es la produccion de
exopolisacaridos. La composicidon de los EPS es muy variable segun las especies
bacterianas, pero bajo condiciones de alta salinidad tiende a concentrarse
principalmente en azucares (precursores como la glucosa, trehalosa, ramnosa y
fructosa) y en grupos funcionales como carboxilo, hidroxilo y fosfato (Liu et al,,
2023). Esta preferencia se debe a la afinidad de estos grupos para quelar iones Na*,

lo que reduce su concentracion efectiva cerca de la superficie celular y, por lo tanto,
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la presién osmoética en la membrana bacteriana (Morcillo y Manzanera, 2021).
Ademas, actuan como barrera fisica que impide la entrada de un alto contenido de
sal a la bacteria y retiene agua, lo que ayuda a reducir el gradiente osmético (Kaur
y Dey, 2023). Finalmente, otra de sus estrategias consiste en el secuestro de los
iones Na* en compartimentos especificos como las vacuolas, aislandolos de los
procesos metabolicos vitales para prevenir sus efectos toxicos en el citoplasma, lo

que preserva la integridad celular (Salma et al., 2025).

Esta homeostasis del sodio, mediada por los diferentes mecanismos
descritos, permite que las bacterias halotolerantes permanezcan metabdlicamente
activas y capaces de promover el crecimiento de las plantas bajo estrés salino. Se
ha reportado que la BSP Bacillus atrophaeus GQJK17 S8 tolera hasta un 11 % de
NaCl e induce un aumento en la tasa de germinacion y en el crecimiento de plantulas
de quinua (Mahdi et al., 2021). También Ahmad et al. (2018) reportaron la capacidad
de la cepa Bacillus subtilis Q3 de crecer en condiciones de salinidad de 4 a 12 dS/m.
Esta BSP halotolerante promovié un aumento de la longitud y del peso fresco tanto
de los brotes como de la raiz en plantulas de algodén. De forma similar, Patani et
al. (2023) encontraron que las cepas solubilizadoras de Bacillus pumilus (NCT4),
Bacillus firmus (NCT1), B. licheniformis (LCT4) y B. cereus (LAT3) mejoraron la
longitud de la raiz, la altura del brote, el area foliar y el porcentaje de germinacion,
en plantas de tomate bajo condiciones de estrés salino de 4 dS/m. Finalmente, Ayaz
et al. (2022) observaron que las cepas de Bacillus NMCN1 y LLCG23 mejoraron los
parametros de crecimiento del trigo como el peso fresco (31.2 % y 29.7 %), el peso
seco (28.6 % y 27.3 %), la longitud del brote (34.2 % y 31.3 %) y la longitud de la
raiz (32.4 % y 30.2 %), bajo una alta concentracion de NaCl (200 mmol) en

comparacioén con el control.

2.5.2 Sintesis de auxinas
Las fitohormonas son mensajeros quimicos producidos por las plantas y
activos a concentraciones muy bajas, que controlan su crecimiento, desarrollo,

defensa y adaptacion (Tsukanova et al., 2017). Dentro de los principales grupos se
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encuentran las auxinas, las citoquininas y las giberelinas, las cuales actualmente se
ha demostrado que pueden ser producidas por bacterias rizosféricas como las BSP
(Wendimu et al.,, 2023). Los principales géneros de BSP productores de
fitohormonas son Pseudomonas y Bacillus (Khatoon et al., 2020). La fitohormona
producida con mayor frecuencia por estas bacterias es el acido indolacético (AlA)
perteneciente al grupo de las auxinas, estimandose que aproximadamente el 80 %
de las bacterias rizosféricas pueden producirlo (Lata et al.,, 2024). El AIA es un
desencadenante molecular de la divisidn, la extension y la diferenciacion de las
células y los tejidos vegetales. Ademas, controla varias etapas del desarrollo de la
planta como la germinacion de semillas y tubérculos, la formacion de raices laterales
y adventicias, y los procesos de crecimiento vegetativo, asi como las respuestas
geotropicas y fototropicas de las plantas (Amri et al., 2023). Ademas, esta
fitohormona bacteriana esta involucrada en las respuestas de las plantas ante
diversos tipos de estrés, incluyendo la sequia, salinidad, temperaturas extremas y

metales pesados (Vuolo et al., 2022).

Una molécula importante que modula el nivel de biosintesis de AIA en las
bacterias es el triptdfano, identificado como el principal precursor del AIA (Mahanty
et al., 2017). La molécula de L-triptéfano implica un alto costo energético en el
metabolismo bacteriano y se destina principalmente a la sintesis de proteinas, por
lo que las bacterias dependen de altos niveles de triptéfano exdgeno para una alta
produccion de AIA (Duca y Glick, 2020). De hecho, para mantener el equilibrio
interno de AlA, el huésped vegetal regula y controla el metabolismo bacteriano, esto
incluye principalmente el suministro controlado de triptéfano a través de la
rizodeposicion y la inhibicidon de la regulacion del triptéfano por o-aminobenzoato
(Feng et al., 2024). Se han reportado cuatro vias principales dependientes del
triptéfano en la sintesis microbiana de AlA. Estas vias se denominan segun su
compuesto intermedio: la via del indol-3-acetamida (IAM), la via del acido indol-3-
piravico (IPA), la via del indol-3-acetonitrilo (IAN) y la via del indol-3-triptamina (TAM)
(Lata et al., 2024). Las vias IAM e IPA se consideran las principales rutas para la
produccion de AIA en BSP (Lebrazi et al., 2020). En la via IAM, el triptéfano se

convierte inicialmente en indol-3-acetamida a través de la accién de la enzima
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triptéfano-2-monooxigenasa, y luego se hidroliza en AIA y amoniaco por la enzima
indol-3-acetamida hidrolasa (Etesami y Glick, 2024). Por otra parte, el primer paso
en la via IPA es la transformacion del triptéfano en indol-3-piruvato, catalizada por
aminotransferasas, que se descarboxila a indol-3-acetaldehido (IAAld) o a indol-3-
acetaldehido deshidrogenasa (IAD) por enzimas indol-3-piruvato descarboxilasas.
El paso final implica la conversion de IAAIJ/IAD a AIA mediante la accién de la
aldehido deshidrogenasa (Tang et al., 2023a). Las variaciones en los niveles de AlA
entre las especies bacterianas pueden atribuirse a diversos factores, como las
variaciones en las regiones reguladoras que rodean los genes de biosintesis de AlA,
la cantidad de vias funcionales dentro de cada bacteria y la posicién de los genes
de produccion de AlA, ya sea en el cromosoma o en un plasmido (Etesami y Glick,
2024).

Se ha reportado una gran cantidad de trabajos de BSP que generan AlA.
Zhang et al. (2024b) reportaron que la cepa Enterobacter soli RW37 era capaz de
solubilizar hasta 445.78 mg/L de P y, ademas, producia AlA, alcanzando hasta 38.64
pg/mL. Waday et al. (2022) encontraron que las bacterias rizosféricas del café
podian solubilizar P en el rango de 125.67 a 270.12 ug/mL y producir AlA en el rango
de 42.58 a 81.54 ug/mL. De igual forma, Wang et al. (2022) seleccionaron las cepas
de BSP Pseudomonas moraviensis, Bacillus safensis y Fusigobius pallidus las
cuales destacaron con una solubilizacion de P que iba de 401.25 a 476.60 mg/L y
una alta produccién de AIA que oscilaba entre 34.78 y 45.65 ug/mL. El efecto del
AlA producido por las BSP ha sido documentado por autores como Luo et al. (2024),
quienes observaron que la inoculacién de las BSP en las semillas de maiz aumento
la longitud de la raiz en un 30.09 % respecto al control. Majeed et al. (2015)
reportaron que las BSP productoras de AIA aumentaron la longitud de las raices
entre un 29 % y un 52 % respecto al control no inoculado, mientras que el aumento
correspondiente en la biomasa de las raices oscilé entre un 100 % y un 172 %.
Similarmente, Suleman et al. (2018) reportaron que las dos cepas de BSP de
Pseudomonas sp. MS16 y Enterobacter sp. MS32 estimularon el crecimiento de la

raiz del trigo mediante la produccién de auxinas.
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2.5.3 Capacidad antagoénica

En la agricultura sustentable actual, los in6culos de BSP han mostrado
resultados prometedores como biofertilizantes y biopesticidas, debido a que
ademas de participar en el ciclo biogeoquimico del P, pueden poseer capacidad
antagonica frente a ciertos patégenos vegetales (Mitra et al., 2020). Los efectos
antagodnicos de las BSP se deben a su capacidad de producir varios metabolitos
secundarios, como antibiéticos, sideréforos y enzimas hidroliticas, asi como a la
competencia por nutrientes y espacio (Lau et al., 2020). El principal mecanismo de
biocontrol de los antagonistas bacterianos es la produccion de antibidticos, los
cuales en su mayoria son especificos de cada cepa y pueden atacar el ARN
ribosémico, alterar la estructura de la membrana y dafar las paredes celulares de
los patdégenos (El-Saadony et al., 2022). Entre los principales antibioticos
producidos por Bacillus se encuentran la subtilosina, bacilisina, subtilina, surfactina,
iturina y fengicina (Dhanabalan et al., 2024). Mientras que el género Pseudomonas,
que también destaca entre los principales antagonistas, produce antibiéticos como
2,4-diacetil floroglucinol, acido fenazina-1-carboxilico, fenazina-1-carboxamida,
pioluteorina, pirrolnitrina y oomicina A (Mahmud et al., 2021). Los antibi6ticos
producidos por las BSP son de amplio espectro y atacan tanto a bacterias como a
hongos fitopatdgenos, mientras que otros metabolitos, como las enzimas
hidroliticas, son exclusivos de los hongos. Entre las principales enzimas hidroliticas
producidas por bacterias se encuentran las quitinasas, celulasas, p-1,3-glucanasas,
proteasas y lipasas, que pueden lisar una porcion de las paredes celulares de
muchos hongos patdégenos (Bakr et al., 2025). Otro de los mecanismos de
biocontrol, dirigidos principalmente contra fitopatdégenos fungicos, es la produccion
de sideroforos, compuestos organicos de bajo peso molecular que quelatan los
iones Fe3* (Glick et al., 2020). Al llevar a cabo este proceso de quelatacion, los
fitopatogenos adquieren una cantidad insuficiente de hierro, lo que limita su
capacidad de proliferar en la rizésfera (Kramer et al., 2020). No obstante, la planta
huésped no se ve afectada por la deficiencia de hierro debido a su capacidad de
absorber complejos férrico-sideréforos y liberar su hierro reductor para su propio
crecimiento (Ghosh et al., 2020). Los principales tipos de sideréforos producidos por
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las bacterias para captar el hierro férrico en entornos limitados son los catecolatos,
hidroxamatos y carboxilatos (Bakr et al., 2025). Por ultimo, se encuentra el
mecanismo de competencia por espacio y nutrientes, el cual se deriva de otras
cualidades de las bacterias que les permiten crecer rapidamente y sobrevivir en
condiciones ambientales adversas, proporcionandoles una ventaja competitiva
(Elnahal et al., 2022). Sin embargo, como dicha competencia no elimina al patdégeno
y solo puede actuar limitando su union a la planta, generalmente se cree que la
competitividad actua junto con otros mecanismos de biocontrol para evitar

realmente el efecto de los fitopatégenos (Olanrewaju et al., 2017).

Dentro de los antecedentes de BSP con capacidad antagdnica, nos encontramos
con el trabajo de Qingwei et al. (2023), quienes aislaron ocho cepas de BSP, las
cuales mostraron una inhibicion importante del crecimiento radial frente a los hongos
fitopatégenos F. oxysporum S1, F. oxysporum S2, Pythium deliense Meurs Z4 y
Phomopsis sp. AC1 y la bacteria patdgena Pectobacterium carotovorum TP1. De
estas cepas, destacaron B. amyloliquefaciens Mp4-HaZ28 y Bacillus siamensis Mp4-
Ha30 en la inhibicion de los patdégenos fungicos, mientras que las cepas Bacillus
zanthoxyli Mp1-Ha1, Phyllobacterium ifrigiyense Mp1-Ha8 y Cellulosimicrobium
funkei Mp2-HaZ20 fueron las Unicas que inhibieron el crecimiento de P. carotovorum
TP1. De forma similar, Panda et al. (2016) encontraron que los aislados de la cepa
solubilizadora B. amyloliquefaciens eran capaces de antagonizar a los fitopatoégenos
fungicos Rhizoctonia sp., Pythium sp. y Fusarium sp. Por otra parte, Lau et al. (2020)
reportaron que las BSP de Pseudomonas geniculata, Pseudomonas beteli,
Burkholderia ubonensis y Burkholderia territorii mostraron un porcentaje de
inhibicién radial del hongo Fusarium solani >60 %. Ademas, demostraron la
capacidad de estas cepas para producir quitinasas y sideréforos, por lo que
consideraron que la actividad de biocontrol se llevd a cabo a través de estos
metabolitos. Asimismo, Rasul et al. (2019) encontraron que tres cepas de bacterias
solubilizadoras lograron inhibir el crecimiento del fitopatégeno Xanthomonas oryzae

pv. oryzae, a través de la produccion de proteasas.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS
La rizésfera de la Y. schidigera cuenta con bacterias que tienen la capacidad de
solubilizar fosforo inorganico a través de la produccion exdégena de acidos
organicos, producen fitohormonas que mejoran el desarrollo vegetal y actuan como

agentes de biocontrol, al mismo tiempo que toleran el estrés abidtico.

3.2 OBJETIVO GENERAL
Identificar y caracterizar bacterias solubilizadoras de fésforo de la rizésfera de la Y.
schidigera, para evaluar su potencial como agentes promotoras de crecimiento

vegetal.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar morfolégicamente y molecularmente a las bacterias
solubilizadoras de fésforo aisladas de la rizosfera de la Y. schidigera.

e Evaluar la capacidad de solubilizacion de fésforo inorganico y de produccion
de acidos organicos de las bacterias aisladas de la rizésfera de Y. schidigera.

e Evaluar la tolerancia al estrés por alcalinidad y salinidad de las bacterias
solubilizadoras de fosforo aisladas de la rizésfera de Y. schidigera.

e Evaluar la capacidad de produccion de acido indolacético y la actividad
antagonica de las bacterias solubilizadoras de fésforo asociadas a la Y.
schidigera, como mecanismos adicionales de promocion del crecimiento

vegetal.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Recoleccion de muestras y aislamiento de bacterias solubilizadoras de
fésforo

Se recolectaron aleatoriamente 10 muestras de 100 g de suelo rizosférico a
una profundidad de 20 a 25 cm desde el cuello de la planta Y. schidigera en el
poblado La Rumorosa, Baja California, México (32°31'53.7"N/116°03'22.4"W)
(Figura 1). Las muestras se colocaron en bolsas de polietileno estériles y se
transportaron a temperatura ambiente al laboratorio de Biotecnologia del Instituto
de Ciencias Agricolas de la Universidad Autonoma de Baja California (ICA-UABC),

donde se realizaron los analisis posteriores.

Figura 1. Puntos de muestreo (a) del suelo rizosférico (b) de la Y. schidigera (c) en

la Rumorosa B.C., México.

Las muestras de suelo se secaron a temperatura ambiente y se pasaron por
un tamiz de 2 mm. Finalmente, se homogeneizaron para formar una muestra
compuesta. A partir de esta muestra, se tomaron 100 g de suelo y se enviaron al
laboratorio de Agua y Suelo del ICA-UABC, para la determinacion de parametros
fisicos y quimicos. Para el aislamiento de bacterias con capacidad de solubilizar

fésforo, se siguid la metodologia de Zhang et al. (2024b). De la muestra compuesta
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se pesaron 10 g de suelo y se diluyeron en 90 mL de agua destilada estéril,
manteniéndose en agitacion constante a 150 rom y a 25 £ 1 °C durante 30 min.
Posteriormente, se aplicd el método de dilucion seriada, transfiriendo 1 mL de la
suspension de suelo a 9 mL de agua destilada estéril hasta la dilucion 10-5. A partir
de las diluciones 10 y 10-° se sembraron por triplicado 0.1 mL en placas con agar
nutritivo y agar Pikovskaya (PVK), las cuales se incubaron durante 24 h y 7 dias a
30 °C, respectivamente. Una vez finalizada la incubacion, se contaron las colonias
en agar nutritivo para calcular la abundancia total de bacterias en la muestra
(UFC/mL) y en agar PVK para la abundancia de BSP. En este ultimo caso, las
colonias morfolégicamente iguales se agruparon y se calculd su abundancia

especifica. La ecuacion empleada fue la siguiente (Cervera, 1997):

UFC _ (Numero de colonias)(Factor de dilucion)

................ E ion 1
mL Volumen sembrado (mL) cuacio

A todas las cepas de BSP se les calculd el indice de solubilizacion (1S),

empleando la siguiente ecuacion (Lata y Rezene, 2024):

Didmetro de la colonia (mm)+Didmetro del halo (mm)

S$S= " " .. Ecuacion 2

Didmetro de la colonia (mm)

Las cepas se clasificaron en tres categorias segun el indice de solubilizacién:
baja eficiencia (IS < 0 - 1.9 mm), eficiencia media (IS = 2 < 4) y alta eficiencia (IS >
4) (Li et al., 2025). También se agruparon segun el inicio de solubilizacién en
precoces (antes del tercer dia) y tardias (a partir del tercer dia) (Moreno et al., 2015).
Todas las cepas se purificaron mediante estrias en placas con agar nutritivo y se

almacenaron a 4 °C para andlisis a corto plazo.

4.2 Caracterizacion morfolégica
La caracterizacion microscépica y macroscopica de las BSP aisladas se
realizd segun las metodologias descritas en el Manual de Microbiologia General de
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Reynoso et al. (2015). La caracterizacidon microscépica se llevd a cabo mediante
tincion de Gram (Kit de HYCEL®), observando al microscopio con aumento de 100x
(Microscopio binocular Velab VE-BC1) y describiendo la coloracion, forma vy
presencia de esporas. Para la caracterizacion macroscopica, se observaron
directamente las colonias en placa y se describieron la forma, el color, el borde, la

elevacion y la consistencia.

4.3 Conservacion bacteriana

La preservacion a largo plazo de las BSP aisladas se realizd siguiendo el
meétodo de crioconservacion de Alessandri et al. (2024), con modificaciones. Se
tomo una colonia bacteriana del cultivo axénico con un asa estéril y se inocul6 en
50 mL de caldo nutritivo, incubandose a 30 °C con agitacion constante de 150 rpm
durante 24 h. Posteriormente, se transfiri6 1 mL del cultivo bacteriano a un criovial
estéril y se centrifugd a 10,000 rpm a 4 °C durante 10 min. El sobrenadante se
decanto y el pellet celular se resuspendié en 1 mL de solucion estéril de glicerol al
15 % (v/v). La suspensién se agitd en un vortice hasta disolver por completo el pellet
y se incubd a 25 £ 1 °C durante 30 min para permitir la incorporacion del agente

crioprotector. Finalmente, los crioviales se almacenaron a -20 °C.

4.4 ldentificaciéon molecular

Se seleccionaron las cepas T1, T3 y T4 para la identificacidn molecular. Antes
de la extraccion de ADN, las cepas se reactivaron inoculando una colonia bacteriana
en 50 mL de caldo nutritivo e incubando a 30 + 1 °C y a 150 rpm durante 24 h.
Posteriormente, se colecté 1 mL del cultivo bacteriano y se centrifugé a 10,000 rpm
y 4 °C durante 10 min. A partir del pellet celular obtenido se realizé la extraccidon de
ADN. ElI ADN de las cepas T1 y T3 se extrajo mediante el método de
fenol/cloroformo descrito por Méndez et al. (2013), con modificaciones. Las
modificaciones consistieron en el uso de 0.5 mL de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico 25:24:1 (Sigma-Aldrich®) y en la transferencia de 0.2 mL del

sobrenadante, al cual se anadieron 0.4 mL de isopropanol absoluto frio.
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Posteriormente, el ADN se purifico utilizando microesferas AMPure® XP (Beckman
Coulter) segun las instrucciones del fabricante. En el caso de la cepa T4, el ADN se
extrajo con el kit QlAamp DNA Mini (Qiagen). La pureza del ADN de todas las cepas
se evalué mediante espectrofotometria con el NanoDrop One C (Thermo Fisher
Scientific) y la concentracion se determind con un fluorimetro Promega Quantus ™.
La integridad del ADN se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Para la secuenciacion del genoma completo, las bibliotecas se prepararon con el
Rapid Barcoding Kit V14 (Oxford Nanopore Technologies), siguiendo el protocolo
oficial del fabricante. La secuenciacion se realizé con el equipo MinlON Mk1B
(Oxford Nanopore Technologies). Los datos crudos generados se procesaron en la
plataforma EPI2ZME, integrada en el software MinKNOW del secuenciador. La
clasificacion taxondmica se realizé en la misma plataforma utilizando la base de
datos NCBI RefSeq. Adicionalmente, se utilizé el programa Barrnap para localizar
especificamente la secuencia ARNr 16S y se realiz6 una busqueda en BLAST.
Finalmente, la construccién de los arboles filogenéticos se realizé en el programa
MEGA12.

4.5 Cinética de crecimiento

El crecimiento de las cepas T1, T3 y T4 durante 24 h se evaluo siguiendo la
metodologia del Manual de practicas de Bioquimica Microbiana, 2.2 edicion, de la
Universidad Autbnoma de Nuevo Leon, Facultad de Ciencias Bioldgicas (Rodriguez
y Rodriguez, 1988), con modificaciones. Con un asa estéril, se tomo6 una colonia
bacteriana del cultivo axénico y se inoculé en 100 mL de caldo Luria-Bertani (LB),
incubando a 30 + 1 °C con agitacidon constante a 150 rpm durante 12 h. Esto se
realizé por triplicado. Una vez transcurrido el tiempo, se transfirieron 10 mL del
preinéculo a 90 mL de caldo LB. Inmediatamente, se tomaron 1.5 mL del cultivo
recién inoculado y se midi6 la densidad 6ptica (DO) a 600 nm (espectrofotémetro
UV/vis HACH DR6000), utilizando caldo LB sin inocular como blanco. Este valor se
grafic6 como DO en el tiempo cero. También se tomd 1 mL del cultivo y se transfirid

a 9 mL de agua destilada estéril, realizando diluciones seriadas. Se sembraron 0.1
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mL de la dilucién en placas de agar LB y se incubaron a 30 °C durante 24 h. Ambos
procedimientos se realizaron en cada réplica. Los matraces se mantuvieron en
incubacion a 30 £ 1 °C y 150 rpm durante 24 h. Las muestras para medir la DO y
realizar la siembra en medio solido se tomaron cada 2 horas, siguiendo el
procedimiento descrito anteriormente. Finalmente, se calcul6 la velocidad especifica
de crecimiento (M) y el tiempo de duplicacion (td) para cada cepa de acuerdo a las

siguientes ecuaciones:

InX-InX ‘s
n= TO ............................ Ecuacion 3

Donde, Xoy X es la biomasa al inicio y al final de la fase exponencial,

respectivamente. Mientras que T es el tiempo que dura la fase exponencial.

bd = — Ecuacion 4

4.6 Evaluacion de la solubilizacion de fésforo inorganico y produccion de
acidos organicos

La capacidad de solubilizacion de P inorganico y la acidificacion del medio
por las cepas T1, T3 y T4 se evaluaron siguiendo la metodologia de Abdelmoteleb
y Mendoza (2020a), con modificaciones. Las cepas se reactivaron en caldo LB hasta
alcanzar una concentracion de 1 x 108 UFC/mL. Posteriormente, se transfirieron 10
mL de la suspension bacteriana a 90 mL de caldo PVK. Como testigo, se utilizd
caldo PVK sin inocular. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado y se
mantuvieron en incubacién a 30 + 1 °C con agitacion a 150 rpm durante 3 dias,
realizando evaluaciones cada 24 h. Para ello, se tomaron alicuotas de 2 mL y se
centrifugaron a 10,000 rpm y 4 °C durante 10 min para la sedimentacion de las
células bacterianas y las particulas de fosfato tricalcico sin disolverse. Se recuperé
0.1 mL del sobrenadante y se realizaron diluciones seriadas con agua destilada
estéril hasta la dilucion. Esta dilucion se trabajé con el kit de BioAssay Systems,
QuantiChrom® Phosphate Assay Kit (DIPI-500), siguiendo las instrucciones del
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fabricante. Asimismo, se midi6 el pH en los mismos intervalos de tiempo. Para esta
medicion, se tomaron 10 mL del cultivo bacteriano y se utilizé el electrodo Ohaus
Starter ST2100-F. Finalmente, se sembraron 5 microgotas de 15 yL cada una de la
suspension bacteriana inicial (reactivacién) en placas con agar PVK modificado con

0.1 g/L de purpura de bromocresol y se incubaron a 30 £ 1 °C durante 7 dias.

4.7 Efecto de la alcalinidad en la solubilizacion de fésforo inorganico, la
produccion de acidos organicos y el crecimiento bacteriano

La tolerancia a la alcalinidad y su efecto sobre la capacidad de solubilizacion
de Py la acidificacion del medio de las cepas T1, T3 y T4 se determinaron siguiendo
la metodologia propuesta por Abdelmoteleb y Mendoza (2020b).Para ello, se
inocularon 10 mL de suspensién bacteriana con una concentracién de 1 x 108
UFC/mL en 90 mL de caldo PVK ajustado a pH 7, 8, 9 y 10. El pH del medio se
modificd previamente con acido clorhidrico 2 N e hidréxido de sodio 1 M, segun
fuera necesario. Los testigos consistieron en caldo PVK sin inocular. Todos los
tratamientos se realizaron por triplicado y se mantuvieron en incubacién a 30 + 1 °C
con agitacion a 150 rpm durante 3 dias. La medicion del fosforo soluble y de los
cambios en el pH se realizé de la misma manera y en los mismos intervalos de
tiempo que en el ensayo sin condiciones de estrés (apartado 4.6). Adicionalmente,
se aplico el método de dilucidn seriada y se sembrd en agar LB para cuantificar las
UFC/mL en cada tiempo (Zhang et al., 2024, apartado 4.1).

4.8 Efecto de la salinidad en el crecimiento bacteriano

La tolerancia a la salinidad de las cepas T1, T3 y T4 se evalué tomando como
referencia la metodologia de Haque et al. (2020), con modificaciones. A partir de
una suspension bacteriana con una concentraciéon de 1 x 108 UFC/mL, se
transfirieron 10 mL a 90 mL de caldo LB, ajustados con 3 y 6 % de NaCl (8 y 10
mS/cm, respectivamente). Todos los tratamientos se realizaron por triplicado y se
mantuvieron en incubacién a 30 + 1 °C, con agitaciéon constante a 150 rpm, durante

3 dias. Se aplico el método de dilucién seriada y se sembr6é en agar LB para
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cuantificar las UFC/mL cada 24 h (Zhang et al., 2024, apartado 4.1). Ademas, se
midioé la densidad 6ptica a 600 nm (espectrofotometro UV/vis HACH DR6000),

utilizando como blanco medio LB modificado sin inocular.

4.9 Mecanismos adicionales de promocion del crecimiento vegetal

4.9.1 Produccidn de acido indolacético (AlA)

La capacidad de produccion de AlA de las cepas T1, T3 y T4 se determino
siguiendo la metodologia de Behera et al. (2024), con modificaciones. Para ello, se
inocularon 10 mL de suspensién bacteriana a 1 x 108 UFC/mL en 90 mL de caldo
LB suplementado con 5 g/L de L-triptéfano y se incubaron en oscuridad a 30 £ 1 °C
con agitacion a 150 rpm durante 3 dias. Los testigos consistieron en caldo LB
suplementado sin inocular. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado y las
mediciones se registraron cada 24 h. Para cada medicién, se tomaron 2 mL de
cultivo y se centrifugaron a 10,000 rpm y 4 °C durante 10 min. Se recupero 1 mL del
sobrenadante y se mezcl6 con 2 mL del reactivo de Salkowski (0.5 M FeClsy 7.5 M
H2S04), y se incubd en oscuridad a 25 £ 1 °C durante 30 min. El desarrollo de una
coloracion rosa/rojiza se considerd evidencia de la produccidon de AlA. Para la
determinacién cuantitativa del AlA producido, se midié la densidad 6ptica a 530 nm

y los valores obtenidos se compararon con una curva estandar de AlA.

4.9.2 Efecto del AlA en la germinacion y el desarrollo radicular

Para evidenciar el efecto del AlA bacteriano en la germinacién y el desarrollo
radicular se seleccionaron las cepas T3 y T4 que resultaron mas eficientes en su
produccion. Estas cepas se inocularon en semillas de pepino (Cucumis sativus) y
de tomate (Solanum lycopersicum), y se determiné el porcentaje de germinacion, la
longitud de la raiz y el numero de raices secundarias. El bioensayo se realiz6
tomando como referencia las metodologias de Zapata et al. (2022) y de Silva et al.
(2025), con modificaciones. Para la desinfeccion de las semillas, estas se
sumergieron en hipoclorito de sodio al 2 % durante 3 min, se lavaron tres veces con

agua destilada estéril y, posteriormente, se sumergieron en etanol al 70 % durante
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1 min, repitiendo los lavados. Una vez desinfectadas, las semillas se inocularon en
matraces con 100 mL de caldo LB suplementado con 10 % (p/v) de sacarosa y una
concentracion de 1 x 108 UFC/mL. Como testigo, se utilizé el mismo medio sin
inoculacién bacteriana. Los matraces se mantuvieron a 25 £ 1 °C con agitacion de
120 rpm durante 12 h. Transcurrido el tiempo, el medio se decanto y las semillas se
dejaron secar sobre papel absorbente estéril durante 1 h en la campana de flujo
laminar. Para comprobar la adhesién bacteriana, se tomaron 4 semillas de cada
tratamiento y se colocaron en agar PVK modificado con 0.1 g/L de purpura de
bromocresol, y se incub6 a 30 °C durante 48 h. Finalmente, las semillas se
colocaron en cajas de Petri sobre una doble capa de papel absorbente estéril
previamente humedecido con 3 mL de agua destilada estéril. Las cajas de Petri se
sellaron con ParaFilm® para evitar la pérdida de humedad. La unidad experimental
consistio en una caja de Petri con 10 semillas, con cuatro repeticiones por
tratamiento. Todas las unidades experimentales se colocaron en una camara de
ambiente controlado (Lab-Line Biotronette Mark Ill, modelo 846) a 25 + 1 °C, en
condiciones de oscuridad. El conteo de semillas germinadas se realizd alos 4 y 8
dias para las semillas de pepino y a los 5 y 14 dias para las de tomate, de acuerdo
con lo establecido por la Asociacion Internacional de Analisis de Semilla (ISTA,
2016). El criterio para considerar una semilla germinada fue la aparicion visible de
una radicula de 2 mm de longitud. Con los datos obtenidos, se calculé el porcentaje

de germinacién (PG %) de acuerdo a la siguiente ecuacion (Pérez et al., 2023):

Numero de semillas germinadas

PG (%) = X 100 ... Ecuacién 5

Numero de semillas sembradas

Ademas, se utiliz6 un vernier para medir la longitud de las raices y un

microscopio estéreo zoom digital VE-S5C para contar las raices secundarias.
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4.9.3 Evaluacion del efecto antagdénico frente a Fusarium oxysporum vy
Colletotrichum sp.

Se evalud la actividad antagénica de las cepas T3 y T4 contra los hongos
fitopatogenos Fusarium oxysporum y Colletotrichum sp. obtenidos de la empresa
Berrymex S. de R.L. De C.V. de San Quintin, Baja California, México. La evaluacion
se realiz6 mediante la técnica de cultivo dual descrita por Abdelmoteleb et al. (2022),
con modificaciones. Para ello, se transfirié un disco micelial de 0.6 cm de diametro
del hongo fitopatdégeno en crecimiento activo (10 dias de incubacién) al centro de
una placa con agar papa dextrosa (PDA). Las bacterias se inocularon mediante la
técnica de microgota, depositandose cuatro gotas de 15 uL a una concentracion de
1 x 108 UFC/mL, alrededor del disco fungico, a una distancia aproximada de 2 cm
del centro de la placa. Las placas de PDA inoculadas unicamente con discos
fungicos sirvieron como testigos. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado
y se incubaron a 27 °C = 1 °C. El didmetro de las colonias fungicas se midi6
diariamente hasta que el control cubrié toda la placa. Posteriormente, se calculo el
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (1) utilizando la siguiente ecuacién
(Harba y Arabi, 2020):

Diametro del control—Diametro del tratamiento .y,
I = X100 ...... Ecuacién 6

Diametro del control

4.10 Analisis estadistico

Los datos de la prueba cualitativa de solubilizacién de fosforo y del efecto del AIA
en el desarrollo radicular se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA)
bajo un disefio completamente al azar (DCA). Los datos de la prueba cuantitativa
de solubilizacién de fésforo se analizaron mediante un arreglo factorial 3x3x4 bajo
un DCA, mientras que la produccién de AlA se analiz6 mediante un arreglo factorial
32 bajo el mismo disefio. En todos los casos, la comparaciéon de medias se realizo
mediante la prueba de Tukey (P < 0.05) utilizando el programa SAS versién 9.4

(Statistical Analysis System).
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5. RESULTADOS
5.1. Aislamiento de bacterias solubilizadoras de fésforo
Las plantas de Y. schidigera muestreadas se encontraban en un suelo de tipo
franco-arcilloso-arenoso, el cual tenia un pH alcalino y un contenido de fosforo de
1.71 ppm (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo rizosférico de las plantas de

Y. schidigera muestreadas en la Rumorosa, B.C., México.

Granulometria (%) Nitrégeno Fosforo
Textura  pH Arena Limo Arcilla ppm kg/ha Ppm kg/ha
Franco
arcilloso 8.61 528 20.7 26.5 3.74 11.2 1.71 51
arenoso

El suelo presentaba una poblacién de bacterias cultivables de 4.8 x 106
UFC/g de suelo, de las cuales el 4.8 % (2.3 x 10° UFC/g de suelo) correspondieron
a bacterias con capacidad para solubilizar fosforo. Se identificaron
morfolégicamente siete cepas de BSP diferentes (Cuadro 2), de la cuales las mas
abundantes fueron la cepa T1 (7 x 10* UFC/g), seguido de las cepas T3y T4 (5 x
104 UFC/g), y finalmente la cepa T7 (3 x 10* UFC/g). Entre estas cepas, la cepa T7
destacd con el mayor diametro de la colonia y el halo de solubilizacién mas grande,
sin embargo, su IS fue similar al observado en las cepas T1 y T3, mientras que la
cepa T4 registré el mayor (P < 0.05) IS comparado con las otras tres cepas (< 2.42
vs. 2.87 unidades relativas). Las cepas mostraron tiempos de inicio de solubilizacién

clasificados como precoces y una capacidad media de solubilizacion de fésforo.
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Cuadro 2. Abundancia y capacidad de solubilizacion de fosforo de las bacterias

rizosfericas de la Y. schidigera.

Cepa Abundancia ISt2  TISt3 DC! DH! ISt
(UFClg) (d) (mm) (mm)

T1 7 x 10* 2.35++ <3+ 7.14+0.272 9.58 £ 0.332 2.35 £ 0.09?2
T2 1x 10* 1.71+ <3+
T3 5 x10* 242++ <3+ 2.60+0.32° 3.66 + 0.39° 242 £0.112
T4 5x10* 2.86++ <3+ 3.40+0.32° 6.20 £ 0.39° 2.87 +0.11°
T5 1x10* 2224+ <3+
T6 1x 104 2.07++ <3+ - - .
T7 3x10* 2.26++ <3+ 9.33+042° 11.70+0.50¢ 2.26+0.142

Letras superindices (*®29) diferentes dentro de cada columna indican diferencias estadisticas a P < 0.05.
"1S= indice de solubilizacion; TIS= Tiempo de inicio de solubilizacion; DC= Diametro de la colonia; DH=
Diametro del halo de solubilizacién.
2 Clasificacion de cepas de acuerdo a su capacidad de solubilizacién: baja (+), media (++) y alta (+++).
3 Clasificacion de cepas de acuerdo al tiempo de inicio de solubilizacion: precoz (+) y tardia (-).
5.2. Caracterizacién morfolégica

De acuerdo a su morfologia macroscopica, las cepas formaron colonias
circulares de color crema, con excepcion de las cepas T2 y T5 que tuvieron colonias
con una forma irregular (Cuadro 3). Las formas de los bordes predominaron enteros
(T1, T4 y T7) y lobulados (T2, T3 y T5), y solamente la cepa T6 tuvo un borde
ondulado. Ademas, la cepa T2 presentd colonias elevadas y la cepa T4 de tipo
convexas, mientras que el resto de las cepas tuvieron colonias planas. Finalmente,
todas las cepas mostraron una consistencia cremosa, a excepcion de la cepa T3.
Por otra parte, de acuerdo a su morfologia microscépica todas las cepas fueron
clasificadas como bacilos Gram positivos (Cuadro 4 y Figura 2). En el caso particular

de las cepas T1, T3 y T4, se identificaron con capacidad para formar esporas.

Cuadro 3. Caracterizacion macroscopica de la morfologia de las cepas de bacterias

solubilizadoras de fosforo rizosféricas de la Y. schidigera.

Cepa Forma Color Borde Elevacion Consistencia

T1 Circular

Crema Entero Plana Cremosa
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T2 Irregular Crema Lobulado Elevada Cremosa

T3 Circular Crema Lobulado Plana Pegajosa
T4 Circular Crema Entero Convexa Cremosa
T5 Irregular Crema Lobulado Plana Cremosa
T6 Circular Crema Ondulado Plana Cremosa
T7 Circular Crema Entero Plana Cremosa

Cuadro 4. Caracterizacion microscopica de la morfologia de las cepas

solubilizadoras de fosforo rizosféricas de la Y. schidigera.

Cepa Forma Tincién de Gram'  Presencia de esporas?
T1 Bacilos + +
T2 Bacilos + —
T3 Bacilos + +
T4 Bacilos + +
T5 Bacilos + +
T6 Bacilos + —
T7 Bacilos + —

1 Clasificacion de cepas de acuerdo a las caracteristicas estructurales de su pared celular: Gram positivas
(+) y Gram negativas (-).
2 Presencia de esporas: presencia (+) y ausencia (-).

SRR ) * r
\«@P" N e N e
Figura 2. Tincién de Gram (100x%) de las cepas T1 (a), T2 (b), T3 (c), T4 (d), T5 (e),
T6 (f) y T7 (g) de bacterias solubilizadoras de fosforo rizosféricas de la Y. schidigera.
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5.3 Identificacion molecular

En el presente estudio, se logré extraer ADN gendmico integro y puro de alto
peso molecular de los aislados seleccionados (Figura 3). Posterior a la
secuenciacion y al analisis molecular, se identificé a la cepa T1 como Bacillus
pretiosus, la cepa T3 como Bacillus inaquosorum y la cepa T4 como Priestia

megaterium con una similitud del 99.94, 100 y 99.99 %, respectivamente (Cuadro

5). Los genomas completos de las cepas B. pretiosus y B. inaquosorum se
depositaron en el GenBank bajo los numeros de acceso NZ_JBSTPI000000000.1
(Anexo 1) y NZ_JBSTPJ000000000.1 (Anexo 2).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10,000 pb

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa (1%) del ADN gendémico de bacterias
solubilizadoras de fésforo rizosféricas de la Y. schidigera (Carril 1: Marcador
molecular 1Kb plus; Carril 2 - 4: B. pretiosus; Carril 5 — 7: B. inaquosorum; y Carril

8 — 9: P. megaterium).

Cuadro 5. Identificacion de especies de bacterias solubilizadoras de fosforo

rizosféricas de la Y. schidigera mediante analisis de la secuencia ARNr 16S.

Cepa BSP Nombre del taxon Cepa No. de acceso Similitud (%)
T1 B. pretiosus LWL3 NZ_CM129593.1 99.94
T3 B. inaquosorum A65.1 CP096592.1 100
T4 P. megaterium QM B1551 CP001983.1 99.99
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El arbol filogenético se construyd a partir de secuencias del gen 16S rRNA
de especies representativas, utilizando el método de Maximum Likelihood. La
confiabilidad del arbol filogenético se evalu6 mediante un analisis bootstrap con
1000 réplicas, cuyos valores se indican en los nodos correspondientes (Figura 4).
La cepa AloCV-ICA2 se agrupo dentro del clado de especies del grupo B. subtilis,
incluyendo las cepas de referencia de B. inaquosorum. Por otra parte, la cepa
AloCV-ICA1 se agrupd dentro de un clado correspondiente al complejo Bacillus
cereus, mostrando afinidad filogenética con B. pretiosus. Finalmente, la cepa AloCV-
ICA3 se agrupd dentro de un clado correspondiente a P. megaterium, junto con
cepas de referencia previamente reportadas. Los valores altos de soporte bootstrap
(> 80 %) sugieren la correcta asignacion taxondomica de las cepas. Cabe sefialar
que, aunque P. megaterium ha sido reclasificada, algunas secuencias utilizadas
para la construccidn del arbol filogenético aun se encuentran registradas en
GenBank bajo la denominacion anterior, la cual fue conservada con fines de

trazabilidad taxondmica.

97% Bacillus amyloliquefaciens BBR-1
ﬂ_{——(: Bacillus inaquosorum BGSC 3A28
97% Bacillus inaquosorum ADD
; Bacillus halotolera DSM 8802
5% 96% L Bacillus mojavensis IFO 15718
Bacillus inaguosorum aavp
08% 94% Bacillus tequilensis 10b
92% Bacillus cabrialesii KIT25
91% Bacillus inaquosorum AloCV-ICA2
97% — Bacillus velezensis FZB42
98% L—— Bacillus subtilis IAM 12118
Bacillus paralicheniformis DWC2509
95% 95% Bacillus haynesii NRRL B-41327
95% Bacillus sonorensis NRRL B-23154
97% Bacillus licheniformis ATCC 14580
— Bacillus pumilus UFPEDA 831
87% —— Bacillus altitudinis 41KF2b
94% Bacillus thuringiensis IAM 12077
95% Bacillus pretiosus AloCV-ICA1
Bacillus cereus ATCC 14579
94% Priestia megaterium IAM 13418
94% Priestia megaterium AloCV-ICA3
79% Bacillus megaterium RB-05
WE Bacillus aryabhattai JC549
60% Bacillus megaterium AU0O2

Figura 4. Arbol filogenético de 16S rRNA de cepas de Bacillus y Priestia (Maximun
Likelihood, bootstrap 1000). Bacterias solubilizadoras de fésforo rizosféricas de la
Y. schidigera resaltadas en rojo.
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5.4. Cinética de crecimiento

Las curvas de crecimiento de las cepas B. pretiosus, B. inaquosorum y P.
megaterium cultivadas durante 24 h se presentan en la Figura 5. Todas las cepas
muestran una fase de crecimiento exponencial entre las 2 y 18 h, seguida de una
fase estacionaria temprana entre las 20 y 24 h. Comparado con las otras cepas, la
cepa B. pretiosus mostré la mayor (P < 0.01) densidad 6ptica y celular, alcanzando
los valores maximos a las 24 h con 1.312 DO 600 nm y 1.5 x 10° UFC/mL,
respectivamente. Cabe mencionar que la cepa B. inaquosorum mostré menor
densidad optica (5.6 vs. 6.2 DO 600 nm), pero mayor densidad celular (5.6 x 108 vs.
7.2 x 108 UFC/mL), en relacion a la cepa P. megaterium.
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Figura 5. Curvas de crecimiento de B. pretiosus, B. inaquosorum y P. megaterium

basado en mediciones de densidad éptica (a) y celular (b) durante 24 h.
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En concordancia con los resultados anteriores, la cepa B. pretiosus evidencio
una mayor (P < 0.01) velocidad especifica de crecimiento y un menor tiempo de
duplicacién, seguida por la cepa B. inaquosorum y P. megaterium, respectivamente
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Parametros cinéticos de las bacterias solubilizadoras de fésforo B.
pretiosus, B. inaquosorum y P. megaterium de la Y. schidigera.

Cepa W (71! ta (h)? E.E

B. pretiosus 0.872 0.802 0.009
B. inaquosorum 0.79P 0.88P 0.009
P. megaterium 0.73¢ 0.95¢ 0.009

Letras superindices (*>¢) diferentes dentro de cada columna indican diferencias estadisticas a P < 0.05
11 = Velocidad especifica de crecimiento.
2t4= Tiempo de duplicacién.
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5.5 Evaluacion de la solubilizacion de fésforo inorganico y acidificacion del
medio

Los resultados indicaron que la interaccion cepa x tiempo afectdé (P < 0.01)
el contenido de P soluble y la acidificacién del medio (Figura 6). Alas 24 h la cepa
B. inaquosorum mostré el mayor (P < 0.01) contenido de P soluble (361.29 £ 5 mg/L)
seguida por la cepa P. megaterium (255.91 + 1 mg/L), y finalmente la cepa B.
pretiosus (114.23 + 12 mg/L). Posteriormente, alas 48 y 72 h la cepa P. megaterium
mostré el mayor (P<0.01) contenido de P soluble (662.37 £+ 18 y 762.43 £ 7 mg/L)
en comparacion a B. inaquosorum (528.65 + 12 y 660.59 £ 25 mg/L) y B. pretiosus
(214.29 + 20y 316.13 £ 8 mg/L), respectivamente. En cuanto al descenso de pH, la
cepa B. inaquosorum alcanzé el nivel mas bajo (P <0.01) alas 24 y 48 h (pH 5.15
1+ 0.03 y 4.83 + 0.02), mientras que la cepa P. megaterium alcanzo el nivel mas bajo
(P<0.01)alas 72 h (pH 4.52 + 0.01).
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Figura 6.Cambios en el pH (a) y la concentracion de P soluble (b) por B. pretiosus,

B. inaquosorumy P. megaterium durante 72 h de incubacion. Las letras minusculas
representan diferencias significativas entre las distintas cepas en cada tiempo (P <
0.05).

95



Finalmente, todas las cepas evidenciaron un viraje de color en el medio sélido
PVK, siendo mas evidente en el medio inoculado con las cepas B. inaquosorum y
P. megaterium, debido al cambio completamente de purpura a amarillo después de

72 h de incubacién (Figura 7).

Figura 7. Acidificacion del medio Pikovskaya por B. inaquosorum (a'y b) y P.

megaterium (cyd)a 5 (ayc)y 7 dias (b yd) de incubacion.

5.6 Efecto de la alcalinidad en la solubilizacion de fésforo inorganico, la
produccion de acidos organicos y el crecimiento bacteriano

La interaccion cepa x tiempo x pH afecté (P < 0.01) la solubilizacion de P, la
acidificacion del medio y el crecimiento bacteriano. En cuanto a la solubilizacién de
P, la cepa B. inaquosorum y P. megaterium mostraron las mayores (P < 0.01)
concentraciones de P soluble en el rango de pH de 7 a 9 en los tres tiempos
evaluados, en comparacion a la cepa B. pretiosus (Figura 8). Particularmente, a las
24 h la cepa B. inaquosorum presenté la mayor concentracion de P en estos niveles
de pH, alcanzando los 340.92 + 12, 324.98 + 4 y 294.88 + 7 mg/L, respectivamente.
Posteriormente, a las 48 y 72 h la cepa P. megaterium super6 (P < 0.01) a B.
inaquosorum en los tratamientos de pH 7 (516.25 + 6 vs. 641.11 £ 4 mg/L y 662.37
+7vs.745.60 £ 8 mg/L), 8 (486.15 £ 12 vs. 626.06 £+ 4 mg/Ly 639.34 + 8 vs. 721.20
+12mg/L)y 9 (373.69 + 11 vs. 578.24 + 5 mg/L y 415.31 £ 8 vs. 626.60 + 7 mg/L).
En comparacion a estas cepas, B. pretiosus mostréo las mayores (P < 0.01)
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concentraciones de P solubleapH 10 alas 24,48y 72h (85.90 £ 6 vs. <101.84 £
8 mg/L, < 111.57 vs. 173.56 + 10 mg/L y < 222.26 vs. 259.45 + 7 mg/L). En cuanto
a la acidificacion del medio, los resultados fluctuaron en los diferentes tratamientos
a través del tiempo. Sin embargo, alas 72 h la cepa P. megaterium fue quien alcanzé
los niveles de pH menor (P < 0.01) en los tratamientos de pH 7, 8 y 10, siendo igual
a B. pretiosus solamente a pH 10. Mientras que la cepa B. pretiosus mostro el nivel

mas bajo (P > 0.05) de pH en el tratamiento de pH 10 en comparacién a las otras

dos cepas.
m B. pretiosus pH 7 m B. inaquosorumpH 7 P. megateriumpH 7
m B. pretiosus pH 8 m B. inaquosorumpH 8 m P. megateriumpH 8
n B. pretiosus pH 9 w B. inaquosorum pH 9 P. megateriumpH 9
m B. pretiosus pH 10 m B. inaquosorum pH 10 = P. megateriumpH 10
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Figura 8. Cambios en el pH (a) y la concentracién de P soluble (b) por B. pretiosus,
B. inaquosorum y P. megaterium durante 72 h de incubacion en condiciones de
alcalinidad. Las letras minusculas representan diferencias significativas entre las

distintas cepas en cada tiempo (P < 0.05).
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Por ultimo, en cuanto a la densidad celular, la cepa P. megaterium destaco
con las mayores (P < 0.01) densidades celulares a las 48 y 72 h en los niveles de
pH 7 (4.53 x 108 y 5.84 x 108 UFC/mL), 8 (6.14 x 108 y 7.10 x 108 UFC/mL) y 10
(1.97 x 108 y 7.20 x 107 UFC/mL). Cabe destacar que a las 48 h fue igual a B.
inaquosorum solamente a pH 8 y a las 72 h a B. inaquosorum y B. pretiosus
solamente a pH 10 (Figura 9). Finalmente, la cepa B. pretiosus mostro las mayores
(P < 0.01) densidades celulares a pH 9 alas 48 y 72 h (8.35 x 108y 9.28 x 108
UFC/mL), seguida en ambos tiempos por P. megaterium (5.61 x 108 y 6.92 x 108
UFC/mL), y por ultimo B. inaquosorum (3.6 x 108y 3.76 x 108 UFC/mL).

m B. pretiosus pH7 m B. inaquosorum pH7 = P. megateriumpH7

m B. pretiosus pH 8 m B. inaquosorum pH 8 m P. megaterium pH 8
B. pretiosus pH 9 m B. inaquosorum pH 9 P. megateriumpH 9

u B. pretiosus pH 10 u B. inaquosorum pH 10 = P. megaterium pH 10
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Figura 9. Efecto de la alcalinidad en el crecimiento de B. pretiosus, B. inaquosorum
y P. megaterium basado en mediciones de densidad celular 6ptica (a) y celular (b)
durante 72 h de incubacién. Las letras minusculas representan diferencias

significativas entre los distintos tratamientos en cada tiempo (P < 0.05).
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5.7 Efecto de la salinidad en el crecimiento bacteriano

Los resultados indicaron que la interaccion cepa x tiempo x salinidad afectd
(P < 0.01) el crecimiento bacteriano (Figura 10). En la salinidad de 3 % de NaCl la
cepas B. inaquosorum y P. megaterium presentaron la mayor (P < 0.01) densidad
celular a las 24 h. Posteriormente, a las 48 h fue la cepa P. megaterium quien mostro
la mayor densidad celular (1.34 x 107 UFC/mL), en comparacion con B.
inaquosorum y B. pretiosus, las cuales alcanzaron la misma densidad celular. Por
ultimo, a las 72 h la cepa B. pretiosus mostré la mayor (P < 0.01) densidad celular
(1.88 x 107 UFC/mL), seguida por la cepa P. megaterium (1.11 x 107 UFC/mL), y
finalmente por la cepa B. inaquosorum (3.45 x 108 UFC/mL). Por otra parte, en la
salinidad de 6 % de NaCl todas las cepas mostraron densidades celulares iguales
alas 24 h. Finalmente, para las 48 y 72 h las cepas P. megaterium y B. inaquosorum
mostraron densidades celulares iguales, siendo mayores (P < 0.01) a las
alcanzadas por B. pretiosus. Los resultados basados en la densidad 6ptica se

encuentran en el Anexo 3.

= B. pretiosus 3% NacCl u B. inaquosorum 3% NacCl
P. megaterium 3% NacCl m B. pretiosus 6% NacCl
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Figura 10. Efecto de la salinidad en el crecimiento de B. pretiosus, B. inaquosorum
y P. megaterium basado en mediciones de densidad celular durante 72 h. Las letras
minusculas representan diferencias significativas entre los distintos tratamientos en
cada tiempo (P < 0.05).
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5.8 Mecanismos adicionales de promocién del crecimiento vegetal

5.8.1 Produccién de acido indolacético (AlA)

Todas las cepas fueron capaces de producir AIA (Figura 11). Las
concentraciones mas altas (P < 0.01) de AlA registradas fueron las producidas por
P. megaterium a las 24 (28.87 £ 0.05 pg/mL), 48 (40.66 + 0.09 pg/mL)y 72 h (57.07
+ 0.08 pg/mL), en comparacion con B. inaquosorum y B. pretiosus. Entre estas
cepas, la cepa B. pretiosus mostré una mayor (P < 0.01) concentracion de AlA
(23.72 £ 0.04 vs. 24.78 £ 0.1 pg/mL) a las 24 h, mientras que a las 48 y 72 h fue
superada (P < 0.01) por la cepa B. inaquosorum (26.44 + 0.2 vs 28.75 £ 0.06 pg/mL
y 26.79 £ 0.08 vs. 31.57 £ 0.1 pyg/mL).

H B. pretiosus M B. inaquosorum P. megaterium
60
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Figura 11. Contenido de acido indolacético producido por B. pretiosus, B.
inaquosorum y P. megaterium durante 72 h de incubacién. Las letras minusculas
representan diferencias significativas entre las distintas cepas en cada tiempo (P <
0.05).
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5.8.2 Efecto del AlA en la germinacién y desarrollo radicular

Los resultados obtenidos mostraron que las cepas B. inaquosorum (T3) y P.
megaterium (T4) lograron adherirse con éxito a las semillas (Figura 12) y tuvieron
un impacto en las variables evaluadas. En las semillas de tomate inoculadas con B.
inaquosorum y P. megaterium se observdo un aumento en el porcentaje de
germinaciéon (= 96.25%) con respecto al testigo (90%), siendo igual el efecto de
ambas cepas (Cuadro 7). En contraste, en las semillas de pepino no se mostré un
aumento en el porcentaje de germinacion, obteniéndose resultados iguales en todos
los tratamientos. En cuanto al desarrollo radicular, las cepas B. inaquosorum y P.
megaterium aumentaron (P < 0.01) la longitud de la raiz principal y el nUmero de
raices secundarias en las semillas de tomate y pepino, en comparacion al testigo.
Particularmente, en las semillas de pepino se observo un efecto igual de ambas
cepas, mientras que en las semillas de tomate la cepa P. megaterium promovié una
mayor longitud (29. 47 £+ 0.32 vs. 30.84 £ 0.8 mm) y un mayor numero de raices
secundarias (3.07 £ 0.2 vs. 3.67 £ 0.54) con respecto a B. inaquosorum. Finalmente,
la interaccion cepa x conteo afecté (P < 0.01) a la longitud de la raiz solamente en

las semillas de pepino (Figura 13).

Figura 12. Semillas de pepino y tomate sin inoculacién bacteriana (a y b) y con
inoculacién de B. inaquosorum 'y P. megaterium (c y d) a las 72 h de incubacion.
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Cuadro 7. Efecto en la germinacion y desarrollo del sistema radicular en semillas

de pepino y tomate por B. inaquosorum y P. megaterium.

Tratamientos Conteo
Testigo CepaT3 CepaT4 E.E ler 2do E.E

Pepino (Cucumis sativus)
Germinacion (%)  97.50? 98.752 98.752  1.32 96.672  100° 1.07
Raices
Longitud (mm)?* 25.352 44.39° 43.25° 0.81 23.95% 51.37° 0.71
Secundarias (n) 12.052 14.70° 14.96> 0.34 9.43* 18.38" 0.30
Tomate (Solanum lycopersicum)
Germinacion (%)  90.002 96.25° 98.75"  1.86 90.832 99.17* 1.52

Raices
Longitud (mm) 19.522 29.47° 30.84¢ 0.36
Secundarias (n) 2.872 3.072 3.67° 0.17

Letras superindices (*°) diferentes dentro de cada fila indican diferencias estadisticas a P < 0.05.
"La interaccién tratamiento x conteo fue significativa a P < 0.01.

Testigo ®B. inaquosorum (T3) = P. megaterium (T4)
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Figura 13. Longitud de la raiz principal de pepino por efecto de la cepa inoculada
(a)alos 4y 8 dias (b) de germinacion. Las letras minusculas representan diferencias

significativas entre tratamientos en cada tiempo (P < 0.05).
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5.8.3 Efecto antagonico frente a Fusarium oxysporumy Colletotrichum sp.

En el presente estudio, el crecimiento radial de F. oxysporum se mostré igual
los primeros tres dias en todos los tratamientos (Cuadro 8). Posteriormente, durante
los dias 4 al 6 el crecimiento fue mayor (P < 0.01) en el testigo en comparacion con
los tratamientos de B. inaquosorum y P. megaterium. Finalmente, al dia siete F
oxysporum alcanzé el crecimiento radial maximo (90 mm) tanto en el testigo como
en los tratamientos de B. inaquosorum 'y P. megaterium, evidenciando que no hubo

actividad antagodnica por parte de las cepas (Figura 14).

Cuadro 8. Efecto antagonico de B. inaquosorum y P. megaterium a Fusarium

oxysporum.
Tratamientos Crecimiento radial del hongo (mm) E.E
Dial DiaZ2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia6 Dia7
Testigo 62 17.74% 31.98% 44.39* 55.84* 68.41* 90* 143

B. inagquosorum 6?2 19.252 31.94% 41.25° 52093° 65° 90% 1.43
P. megaterium 62 16.252 29.21* 41.09° 53.73° 63.30° 90* 1.43

Letras superindices (2°) diferentes dentro de cada columna indican diferencias estadisticas a P < 0.05.

Sy

Figura 14. Crecimiento radial de Fusarium oxysporum (a) en cultivo dual con B.

inaquosorum (b) y P. megaterium (c).
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En cuanto a Colletotrichum sp. su crecimiento radial también se mostré igual

los primeros tres dias en todos los tratamientos (Cuadro 9). Posteriormente, en el

dia cuatro el testigo y el tratamiento de P. megaterium presentaron el mismo (P >

0.05) crecimiento radial, siendo menor con respecto al tratamiento con B.

inaquosorum. Para los dias cinco y seis el testigo superd (P < 0.01) el crecimiento

radial de los tratamientos de B. inaquosorum y P. megaterium. Finalmente, al dia

ocho Colletotrichum sp. alcanzo el crecimiento radial maximo (80 mm) en todos los

tratamientos, mostrando que no hubo actividad antagonica por B. inaquosorumy P.

megaterium (Figura 15).

Cuadro 9. Efecto antagdnico de B. inaquosorum y P. megaterium a Colletotrichum

sp.
Tratamientos Diametro de la colonia (mm) E.E
Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia
8
Testigo 62 9.18* 17.48* 28.87% 49.08* 69.40* 84.78* 90* 0.28
B. 62 9.09% 17.28% 30.34° 48.06" 68.25° 85.13% 90 0.28
inaquosorum
P. megaterium 62 9.412 17.53% 28.44% 48.31® 68.03" 86.03° 902 0.28

Letras superindices (2°) diferentes dentro de cada columna indican diferencias estadisticas a P < 0.05.

Figura 15. Crecimiento radial de Colletotrichum sp. (a) en cultivo dual con B.
inaquosorum (b) y P. megaterium (c).
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6. DISCUSION

6.1 Aislamiento de bacterias solubilizadoras de fésforo

La rizésfera de la Y. schidigera mostré una gran cantidad de bacterias con la
capacidad de solubilizar P, lo cual es una caracteristica de las plantas nativas de
entornos aridos en donde las condiciones permanentes de baja disponibilidad de P,
promueven como mecanismo simbidtico adaptativo que las plantas se asocien con
estos microorganismos, permitiendoles aumentar la adquisicién de este nutriente y

mejorar la eficiencia de su utilizacion interna (Ramos et al., 2024).

En cuanto al IS de las cepas aisladas, este fue superior al de las reportadas
por BSP aisladas de climas tropicales, pero similar al de otras cepas aisladas de
zonas aridas (Chakdar et al., 2018; Mohamed et al., 2019; Nascimento et al., 2024,
Zhao et al., 2014). Timofeeva et al. (2022) sefialan que los microorganismos
solubilizadores de fosfato de suelos en condiciones ambientales extremas, como
los suelos salino-alcalinos de regiones aridas, tienden a solubilizar mas fosfato que
los aislados en condiciones templadas. Esto también coincide con lo reportado por
Santos et al. (2025), quienes encontraron que la proporcion de BSP con capacidad
media a alta para solubilizar P, fue mayor en las regiones con climas hiperaridos
comparado con las de clima hiperhumedo. Aunque el IS es considerado un indicador
para evaluar la capacidad bacteriana de solubilizacion de P y constituye el principal
criterio para su seleccion preliminar, la validacion final de la actividad solubilizadora
in vitro se obtiene mediante ensayos en medios liquidos (Amri et al., 2023). Por lo
tanto, estos se llevaron a cabo con las cepas T1, T3 y T4, que presentaron el mayor
IS y, ademas, fueron mas abundantes en términos de UFC/mL. Este ultimo criterio
se relaciona con la capacidad de una cepa para colonizar un nicho ecolégico, como
las raices de las plantas, lo que asegura una biofertilizacion exitosa en el campo
(Guardiola et al., 2023).
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6.2. Caracterizacién morfolégica

Todas las BSP aisladas se clasificaron como bacilos grampositivos. Esto
coincide con lo reportado por ALKahtani et al. (2020), donde de 13 especies de
PGPR aisladas en tierras desérticas, 8 correspondieron a bacilos grampositivos
solubilizadores de P. La predominancia de este tipo de bacterias en suelos aridos
se debe a su capacidad para formar esporas, lo cual les permite persistir en el
ambiente del suelo durante periodos de desecacién, altas temperaturas y alta
incidencia de radiacion UV (Blanco et al., 2024). Debido a esta caracteristica, se
considera que los bioinoculantes de bacterias grampositivas tienen una vida util mas
prolongada que los formulados a partir de bacterias gramnegativas (Ramakrishna
et al., 2019).

6.3 Identificacion molecular

En los ultimos afos, la secuenciacion del genoma completo se ha convertido
en el método de eleccion para caracterizar los aislados bacterianos, proporcionando
una identificacién taxondmica fiable y precisa, debido a que permite detectar incluso
pequefias variaciones entre individuos muy cercanos (Godfroid et al., 2025). A partir
de esta tecnologia identificamos nuestras tres especies de BSP como B. pretiosus,
B. inaquosorum y P. megaterium. Cabe destacar que nuestro trabajo representa el
primer reporte a nivel nacional sobre la identificacidon y secuenciacion del genoma
completo de B. pretiosus, y el segundo sobre la secuenciacion del genoma completo
de B. inaquosorum. Obtener el genoma completo de un microorganismo brinda una
comprension integral de su evolucion y de su capacidad funcional, lo que enriquece
la base global del conocimiento sobre la especie y conduce a la validacion

experimental (Koonin et al., 2021).

En cuanto a la identificacion de estas especies como solubilizadoras de P, la
cepa B. pretiosus no habia sido reportada con esta capacidad, mientras que B.
inaquosorum y P. megaterium son consideradas solubilizadoras eficaces de P (de
Oliveira et al., 2024; Hanif et al., 2015; Mani et al., 2024). Ademas, estas ultimas

especies ya han sido aisladas de diversas plantas en ambientes aridos, como las
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cepas de este estudio, lo que respalda su adaptacién y su capacidad para solubilizar
P bajo las condiciones adversas de este ambiente (Beshah et al., 2024; Novello et
al., 2023; Rashid et al., 2022; Zakavi et al., 2024). Es importante sefialar que, en la
mayoria de los trabajos donde se reportan estas especies como PGPR, se les
nombra segun la clasificacion que tenian anteriormente, ya que tanto B.
inaquosorum como P. megaterium fueron reclasificadas taxondmicamente en el ano
2020 (Biedendieck et al., 2021; Dunlap et al., 2020). En el caso de B. inaquosorum,
se identificaba como una subespecie de B. subtilis, mientras que P. megaterium

pertenecia al género Bacillus.

6.4 Cinética de crecimiento

El estudio de la cinética del crecimiento bacteriano puede cumplir diversos
objetivos en el area de la biotecnologia. Sin embargo, de acuerdo con el propésito
de este trabajo, se utilizé principalmente para determinar el momento exacto en que
nuestras cepas alcanzaron la concentracion de biomasa viable requerida para su
uso como biofertilizantes. El numero de células viables es un parametro importante
en los sistemas de control de calidad de biofertilizantes, el cual establece que un
biofertilizante bacteriano debe alcanzar entre 1 x 107 y 1 x 108 UFC/mL (Raimi et
al., 2020). Los biofertilizantes de baja calidad carecen de esta concentracion
microbiana vy, por lo tanto, no pueden ser eficaces para mejorar el rendimiento de
los cultivos al aplicarlos en campo (Raimi et al., 2019). Con base en esto, las
investigaciones dirigidas a caracterizar bacterias con potencial biofertilizante se
basan en estas concentraciones de biomasa celular (Allouzi et al., 2022; Vasseur et
al., 2020). Por ello, en el presente estudio todas las evaluaciones del potencial
promotor del crecimiento vegetal de nuestras BSP se llevaron a cabo a partir de una
concentracion de 1 x 108 UFC/mL, la cual fue alcanzada a las 14, 16 y 20 h por B.

pretiosus, B. inaquosorum y P. megaterium, respectivamente.

En cuanto a los parametros cinéticos, la cepa B. pretiosus se distingui6 por
presentar una mayor velocidad especifica de crecimiento y un menor tiempo de

duplicacibn en comparacion con las otras cepas, lo cual puede atribuirse
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principalmente a su menor tamafno celular y a su estrategia fisioldgica. Al tratarse
de una célula mas pequefa, requiere sintetizar una menor cantidad de biomasa y
componentes antes de dividirse, en contraste con P. megaterium, reconocida por su
gran tamano (Bosdriesz et al., 2015). Asimismo, el menor tamafio celular implica
una reduccion en los costos energéticos de mantenimiento, permitiendo redirigir
recursos hacia la sintesis de ribosomas activos y, por ende, hacia una mayor tasa
de sintesis proteica, lo que favorece una division celular mas rapida (Belliveau et
al., 2021). En conjunto, estas caracteristicas confieren una mayor aptitud bioldgica,
facilitando la produccion de descendencia y la colonizacién eficiente de nichos
ecologicos, lo cual se reflejo en la abundancia de esta cepa desde su aislamiento

del suelo rizosférico.

6.5 Evaluacion de la solubilizacion de fésforo inorganico y acidificacion del

medio

De acuerdo con los resultados, B. pretiosus, B. inaquosorumy P. megaterium
lograron solubilizar altas concentraciones de P y produjeron acidificacion del medio.
Las concentraciones de P soluble obtenidas por B. pretiosus fueron similares a las
reportadas por otras especies de Bacillus como B. subtilis y B. licheniformis (Jensen
et al., 2024; Mahdi et al., 2020). Contrariamente, las concentraciones alcanzadas
por B. inaquosorum superaron las reportadas por cepas de B. subtilis, B. safensis,
B. velenzensis y B. thuringiensis, las cuales fueron < 600 mg/L (Afzal et al., 2023;
Gbémez y Uribe, 2021; Liu et al., 2015; Liu et al., 2021). De forma similar, las
concentraciones obtenidas por P. megaterium fueron superiores a las reportadas en
la mayoria de los trabajos con esta especie, a excepcion de la cepa AH9 aislada por
Chakdar et al. (2018) en un entorno arido de la India (Chen et al., 2024; Escalante
et al., 2025; Igbal et al., 2024a; Lin et al., 2023). Las concentraciones de P soluble
de las cepas P. megaterium y B. inaquosorum fueron similares a las de otros
géneros de BSP como Pseudomonas, Erwinia y Paraburkholderia (de Almeida et
al., 2024; Maldonado et al., 2020; Mayadunna et al., 2023). En las tres cepas se

observé que, a medida que el contenido de P soluble aumentaba, el pH disminuia.
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Esta tendencia se ha observado constantemente en las BSP y se ha asociado con
el principal mecanismo de solubilizacion, que es la produccién de acidos organicos
(Santos et al., 2021; Zhang et al., 2024a). Los acidos organicos secretados por las
bacterias liberan protones (H*) que acidifican el medio y forman quelatos a través
de sus grupos funcionales con los cationes metalicos unidos al fosfato, dejandolo
disponible para la nutricion vegetal (Wang et al., 2023). Zuluaga et al. (2023)
reportaron una correlacidn negativa entre el pH y el contenido de acidos organicos,
mientras que la fraccion de P soluble y las concentraciones de acidos organicos

presentaron una correlacion positiva.

Cada cepa presenté un potencial diferente para la solubilizacién de P, el cual
se asume que estuvo determinado tanto por la concentracién como por la naturaleza
de los acidos organicos producidos, los cuales difieren normalmente entre las
distintas cepas de BSP (Kalayu et al., 2019). En el caso de P. megaterium y especies
cercanas a B. inaquosorum, se ha reportado que el tipo de acidos organicos que
producen predominantemente son acidos dicarboxilicos y tricarboxilicos, como el
acido oxalico (pKa = 1.27), el acido citrico (pKa = 3.13) o el acido malico (pKa =
3.46) (Du et al., 2025; Mani et al., 2024; Thakur et al., 2024). Contrariamente, en
especies de Bacillus cercanas a B. pretiosus el tipo de acido organico predominante
son los acidos monocarboxilicos (Mumtaz et al., 2019; Mumtaz et al., 2025). De
forma general, se considera que los acidos dicarboxilicos y tricarboxilicos son mas
eficientes en la solubilizacion de P que los acidos monocarboxilicos, debido a que
poseen un mayor numero de grupos carboxilo (—COOH), forman complejos mas
estables y atrapan una mayor cantidad de iones Ca?* que inmovilizan al P (Chen et
al., 2016). Ademas, sus bajos valores de pKa los clasifican como acidos fuertes, lo
que implica que se disocian con mayor facilidad, liberando grandes cantidades de
H* al medio y produciendo, con ello, efectos mas fuertes en la reduccion del pH (Luo
et al., 2025). De esta manera, solubilizan grandes cantidades de P mediante
procesos simultaneos de quelataciéon y disolucién acida (Alori et al., 2017). Esto
podria explicar que las cepas B. inaquosorum y P. megaterium alcanzaran las
mayores concentraciones de P soluble, junto con una mayor disminucién del pH,

mientras que las concentraciones de P soluble de B. pretiosus fueron menores y el
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descenso de pH fue mas paulatino. No obstante, aunque las cepas B. inaquosorum
y P. megaterium probablemente produjeron acidos organicos de la misma
naturaleza, se asume que la cepa P. megaterium los produjo en mayor cantidad,
puesto que alcanzé un pH final menor, lo que a su vez condujo a una cantidad de P
soluble superior. A su vez, esta mayor produccion de acido pudo estar vinculada a
la mayor densidad celular alcanzada por P. megaterium, ya que los momentos en
los que super6 a B. inaquosorum en densidad celular fueron los mismos que la

supero en el descenso de unidades de pH.

6.6 Efecto de la alcalinidad en la solubilizacion de fésforo inorganico, la

acidificaciéon del medio y el crecimiento bacteriano

Las BSP B. pretiosus, B. inaquosorum y P. megaterium se clasificaron como
alcalotolerantes, debido a que demostraron capacidad de sobrevivir y crecer a pH
superior a 7. Particularmente, la cepa B. pretiosus mostroé su crecimiento optimo a
pH 9, mientras que B. inaquosorum a pH 8 y P. megaterium en elrangode 8 a 9, lo
que reflejé las condiciones prevalecientes del entorno del cual fueron aisladas. Sin
embargo, aunque ese fue el pH en el que alcanzaron su mayor densidad celular, en
el resto de los niveles también mostraron un crecimiento exponencial importante.
Ademas de crecer, todas las cepas se mantuvieron activas en cuanto a la
solubilizacion del P, incluso en el pH mas alto. Esta habilidad de P. megaterium'y de
diversas especies de Bacillus para proliferar en condiciones de alcalinidad elevada
y mantener su capacidad de solubilizacion de P ya ha sido reportada, y es una de
las principales causas por la cual se consideran una excelente opcion como
biofertilizantes para zonas aridas en donde la alcalinidad es uno de los principales
factores que limitan la disponibilidad de P (Abdelmoteleb y Gonzalez, 2020b; Ahmad
et al., 2018; Haque et al., 2020; Ultanbekova et al., 2025; Zhang et al., 2023).

Todas las cepas produjeron una mayor cantidad de acidos organicos en el
nivel de pH mas alto, lo que se evidencié en un descenso de pH mayor (aprox. 4
unidades de pH) que el observado en los otros niveles. Este aumento de la
produccion metabdlica de acido se considera una estrategia adaptativa que siguen
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las bacterias para sobrevivir a un pH alcalino y mantener su propia homeostasis de
pH citoplasmatico (Tiwari et al, 2024). Esta estrategia también ha sido
documentada en plantas, las cuales mejoran la sintesis de acidos organicos como
el citrato o el oxalato bajo estrés alcalino para mantener la estabilidad intracelular
(Fang et al.,, 2021). Sin embargo, la concentracion de P soluble se mantuvo en
niveles relativamente bajos; aunque se produjo una gran cantidad de acidos
organicos, el pH final no se encuentra dentro del rango ideal de solubilizacién del
fosfato tricalcico, el cual se disuelve progresivamente a pH < 5 (EI-Moussaoui et al.,
2023). Pese a ello, la concentracion de P soluble que alcanzaron las tres cepas bajo
el estrés alcalino de pH 9 y 10 es superior a la reportada para otras especies de
BSP bajo estas mismas condiciones (Mantea et al., 2025). Por lo tanto, aunque su
rendimiento de solubilizacion disminuyé con el aumento del pH inicial, se mantiene

en niveles adecuados para su utilizacion como biofertilizantes.

6.7 Efecto de la salinidad en el crecimiento bacteriano

Las tres cepas de BSP se clasificaron como ligeramente halotolerantes, ya
que se adaptaron a salinidades de hasta el 6 % de NaCl (Reang et al., 2022). Sin
embargo, aunque todas las cepas sobrevivieron a estas concentraciones de sal, no
presentaron el mismo comportamiento. La cepa B. pretiosus aumento su densidad
celular en ambas concentraciones de sal, mostrando una mayor adaptacion a la
concentracion de 3 % de NaCl. Mientras tanto, las cepas B. inaquosorum 'y P.
megaterium solamente aumentaron su densidad celular en una concentracion de 6
% de NaCl. El comportamiento de estas cepas puede estar asociado con la
necesidad de exposicion a altas concentraciones de NaCl para mejorar los niveles
de expresion de los genes que confieren resistencia a la salinidad, ya que Godard
et al. (2020) reportaron que cuando P. megaterium se expuso a 0.6 M de NaCl, sdlo
43 genes tuvieron su expresion modificada, mientras que cuando la concentracion
de sal fue > 0.6 M se sobreexpresaron mas de 300 genes de resistencia al estrés
osmatico. Esta misma situacion se ha observado en otras cepas de Bacillus, donde

la exposicion a 10 % de NaCl aumento significativamente la expresion de genes de
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resistencia a la sal en comparacion con concentraciones menores (Ayaz et al.,
2022). Por lo tanto, la exposicion a 3 % de NaCl en las condiciones de estudio pudo

no ser suficiente para inducir esta activacion génica.

De forma general, los resultados obtenidos coinciden con otros trabajos en
los que se reporta que B. inaquosorum, P. megaterium y especies de referencia
como B. subtilis y B. cereus pueden tolerar niveles de salinidad en un rango de 5 a
10 % de NaCl (Abdelmoteleb y Gonzalez, 2020b; Hwang et al., 2022; Kaur et al.,
2025; Patel et al., 2023). Las principales estrategias que emplean las bacterias
halotolerantes para enfrentar el estrés salino incluyen (i) regular las concentraciones
intracelulares de iones bombeando iones fuera de la célula a través de
antiportadores electrogénicos Na* /H* y transportadores de iones K* /Na* para el
ajuste osmotico; (ii) acumular solutos compatibles como sacarosa, trehalosa,
glicerol y glicina betaina mediante biosintesis enddgena; (iii) producir proteinas y
enzimas que se adaptan a altas concentraciones de iones soluto y (iv) producir
exopolisacaridos que ayudan al desarrollo de biopeliculas hidratantes (Etesami y
Beattie, 2018; Valencia et al., 2024). En cepas de P. megaterium y de Bacillus se ha
identificado la presencia de varios genes clave involucrados en sistemas de
transporte de K* y sistemas de sintesis de sustancias compatibles (p. €j., betaina
de glicina, alginato, prolina y glutamato) (Wang et al., 2017; Wang et al., 2025a). En
ensayos in vitro se ha determinado que la exposicion a concentraciones de sal del
3,5y 7 % aumentd en un 56.24 %, 87.43 % y 466.67 % el contenido de trehalosa,
asi como en 374, 320 y 150 veces el contenido de glutamato en P. megaterium (Shi
et al., 2023). En cuanto a la produccién de EPS por especies de Bacillus, se ha
reportado que la exposicién a 50 y 100 g/L de sal aumentd la produccién en 100 %
y 329 %, respectivamente (Yin et al., 2024). En B. subtilis se ha encontrado que,
como estrategia primaria de supervivencia, acumula grandes cantidades del soluto
compatible prolina, activando la via de biosintesis de prolina de novo (Morawska et
al., 2022). Por lo tanto, nuestras cepas de BSP pudieron seguir cualquiera de estos

mecanismos para mantenerse y proliferar en condiciones de estrés salino.
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6.8 Mecanismos adicionales de promocién del crecimiento vegetal

6.8.1 Produccién de acido indolacético (AlA)

Las tres cepas de BSP fueron capaces de sintetizar AIA a partir de L-
triptéfano, lo cual coincide con otras investigaciones en las que las bacterias
rizosféricas, ademas de solubilizar fésforo, sintetizaron y liberaron AIA como
metabolito secundario, promoviendo con ambos mecanismos el crecimiento vegetal
(Behera et al., 2024; Li et al., 2025; Zhang et al., 2024b). En el caso de la cepa P.
megaterium, los valores de AlA obtenidos fueron similares a los reportados en otros
trabajos, mientras que los de las cepas B. inaquosorum y B. pretiosus fueron
superiores (Morales et al., 2024; Robas et al., 2023; Sharma et al., 2025; Thakur et
al., 2024). En condiciones naturales, las bacterias rizosféricas toman el L-triptéfano
de los exudados radiculares para utilizarlo como precursor de la biosintesis de AlA
(Wagi y Ahmed, 2019). La cantidad de L-triptéfano rizodepositado por las plantas
influye directamente en la cantidad de AlA sintetizado por las bacterias (Zhang et
al., 2019). Sin embargo, la cantidad de L-triptofano no es el unico factor
determinante; la producciéon de AlA bacteriano también esta sujeta a variaciones en
funcién de las especies y cepas, asi como de las condiciones de cultivo (Lebrazi et
al., 2020). Estos factores pueden explicar que, aunque en este estudio se
proporciond la misma cantidad de L-triptéfano a las tres especies bacterianas, la
cepa P. megaterium destaco por una produccién de AlA considerablemente mayor

con respecto a las otras cepas.

El éxito de P. megaterium en la sintesis de AlA puede deberse al numero y al
tipo de vias que emplea (Feng et al., 2024). Através de la secuenciacion del genoma
completo se ha encontrado que esta bacteria alberga elementos genéticos
conservados involucrados en la produccion de AlIA como los genes indol-3-piruvato
descarboxilasa (ipdC), monooxigenasa de triptéfano (iaaM), hidrolasa de indol-3-
acetamida (iaaH), deshidrogenasa de alcohol (dhaS) y aminotransferasa (patB) que
promueven las vias biosinteticas IPA e IAM, las cuales son las rutas mas eficientes
para la produccion de AlA bacteriano (Mahmoud et al., 2024; Nascimento et al.,
2020; Shi et al., 2023; Yang et al., 2022). No obstante, se ha reportado que, aun

cuando P. megaterium no muestra actividad de algunas enzimas necesarias para
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las vias IPA e IAM (rutas incompletas), su capacidad de biosintesis de AlA a partir
de L-triptéfano no se ve comprometida (Wang et al., 2020). Esto puede asociarse
con el sistema multiruta que se ha reportado en algunas bacterias, en donde las
cinco vias biosintéticas de AlA que normalmente se describen como independientes,
interaccionan formando una red interconectada de produccion de AIA (Etesami y
Glick, 2024). Este sistema multi-ruta proporciona precisamente como ventaja el
restablecimiento de la produccion de AlA a través de una via alternativa cuando una
via biosintética particular se inactiva, asi como la seleccion de la via de acuerdo a
las condiciones en las que se encuentra expuesto el organismo, promoviendo la via
que garantizara mayor sintesis de AlA (Duca y Glick et al., 2020). Adicionalmente,
la capacidad biosintética de P. megaterium se ha evaluado en diversas condiciones
de cultivo (incluida la salinidad), con resultados muy prometedores. Esta cepa es
capaz de producir AlA en condiciones de temperatura de 20 a 45 °C,pHde 6a9y
concentraciones de NaCl de 0.5 a 3 % (Hwang et al., 2022). Estas adaptaciones
multifacéticas le confieren una gran ventaja competitiva frente a otras bacterias,
permitiéndole producir mayores cantidades de AIA bajo diversas condiciones

abidticas a las que los cultivos suelen estar expuestos en las zonas aridas.

6.8.2 Efecto del AlA en la germinacion y desarrollo radicular

En este estudio, tanto B. inaquosorum como P. megaterium promovieron la
germinacion y el desarrollo radicular en la mayoria de los casos. La mejora de estas
variables por la inoculacién con P. megaterium ya ha sido documentada en plantas
de tomate, pero no en plantas de pepino (Haile et al., 2024; Mousa et al., 2024). En
cuanto a B. inaquosorum, su efecto no ha sido evaluado en ninguna de las dos
especies vegetales. Sin embargo, una gran diversidad de especies cercanas de
Bacillus ha logrado mejorar estas variables tanto en pepino como en tomate (Bakki
et al., 2024; de O. Nunes et al., 2023; Li et al., 2024a; Xu et al., 2022). Los efectos
de las cepas pueden atribuirse a su capacidad de producir AlA (evidenciada en una
prueba previa), ya que esta fitohormona desempefia un papel crucial en la
regulacion de la arquitectura del sistema radicular. Especificamente el AlA afecta la
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division, extension y diferenciacion celular de las plantas, estimulando la
germinacion de semillas, el aumento de la tasa de desarrollo de las raices, la
formacion de raices laterales y adventicias y la biosintesis de varios metabolitos
(Mahanty et al., 2017). Entre estos aspectos, la formacion de raices laterales o
raices secundarias es uno de los principales beneficios del AlA bacteriano, lo que
conduce a un aumento de la absorcion de nutrientes y de la exudacion radicular, lo
que a su vez promueve una mayor proliferacién bacteriana alrededor de las raices
(Khan et al., 2023). La inoculacion de BSP, que ademas produce AIA, ha logrado
aumentar el area radicular para una mayor absorcion de P (Timofeeva et al., 2022).
Sin embargo, aunque ambas cepas promovieron el desarrollo radicular, en las
semillas de tomate destacé el efecto de la cepa P. megaterium. Esto coincide con lo
reportado por Puri et al. (2020) y Rushabh et al. (2020), donde los mejores
resultados en el desarrollo radicular del tomate se obtuvieron con la cepa que
produjo mas AlA. Esto podria indicar que el tomate es menos sensible que el pepino
a las concentraciones de AlA, por lo que requiere dosis mas altas para generar el
efecto bioldgico. También puede asociarse con la selectividad de la cepa; es bien
sabido que el efecto de las bacterias varia segun las caracteristicas genotipicas de
la especie vegetal, mostrando un mejor efecto en cultivares especificos (Alawiye y
Babalola, 2019). Sin embargo, los factores genéticos y fisiolégicos que intervienen
en esta especificidad en las bacterias aun no estan bien dilucidados (Santoyo et al.,
2021).

6.8.3 Capacidad antagénica

Las especies de Bacillus y Priestia son ampliamente reconocidas por su
capacidad de ejercer diversos mecanismos asociados con la proteccion de las
plantas, incluidos la produccién de lipopéptidos (p. ej. surfactina e iturina),
sideréforos y enzimas liticas (Alori et al., 2017). Sin embargo, las cepas de B.
inaquosorum y P. megaterium en este estudio no mostraron un efecto antagoénico
frente a los hongos fitopatdogenos F. oxysporum y Collelotrichum sp. Aunque en
algunos momentos retrasaron ligeramente el crecimiento radial, finalmente el

micelio del hongo superé las colonias bacterianas. Los resultados in vitro difieren
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mucho entre si, y se encuentran cepas que aunque pertenecen a la misma especie
pueden o no ejercer un efecto antagonico contra el mismo patdégeno, esto debido a
los diferentes metabolitos efectivos que producen (Ma et al., 2024). Por ejemplo, de
manera similar a nuestros resultados, Escalante et al. (2025) reportaron que la cepa
53B2 de P. megaterium no mostré actividad antagonica frente a Fusarium
verticillioides y Fusarium sp. H2-3. Mientras que en otros estudios como el de
Petkova et al. (2024) y Phringpaen et al. (2023) cepas de P. megaterium lograron
inhibir el crecimiento radial de los fitopatégenos Fusarium graminearum NBIMCC
2294 y Fusarium moniliforme en un 47.53 % y 7.5 %, respectivamente. En el caso
de Colletotrichum sp., no existen reportes sobre la evaluacién de la actividad
antagodnica de P. megaterium frente a dicho patégeno. Por otra parte, cepas de B.
subtilis y B. amyloliquefaciens han sido reportadas como agentes antagonicos de F.
oxysporum y de otras especies, como F. solaniy F. nygamai (Abdelmoteleb et al.,
2022; Igbal et al., 2024b; Qingwei et al., 2023). De igual forma, Heo et al. (2024) y
Kumar et al. (2021) reportaron que las cepas de B. subtilis son capaces de inhibir el
crecimiento de diversas especies de Colletotrichum (C. acutatum, C. coccodes, C.

fioriniae, C. nymphaea y C. capsici).

Estos resultados inconsistentes se asocian con la diversidad genética dentro
de una misma especie, la cual se debe a que cada cepa ha evolucionado en nichos
especificos, dotandola de arsenales unicos para combatir o no a un mismo patégeno
(Nysten et al., 2024). Las condiciones de los nichos que habitan los
microorganismos determinan en gran medida sus estrategias de vida, los
microorganismos en suelos perturbados actuan bajo alta presion (estrategia r),
mientras que en suelos no perturbados actuan bajo un equilibrio comunitario estable
(Hu et al., 2023). Esto implica que los microorganismos aislados de suelos no
perturbados controlan los patégenos principalmente mediante la competencia
intensa por recursos y espacio (debido a la alta diversidad biolégica), en lugar de la
produccion de sustancias antimicrobianas, que implican un costo energético
innecesario en este tipo de suelos (Seitz et al., 2022; Van et al., 2012). Por el
contrario, en los suelos perturbados la exposicion constante a productos

antimicrobianos genera una alta presion de seleccidon sobre los microorganismos, lo
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que induce la expresion de multiples genes de resistencia en los patdégenos
expuestos (Zeng et al., 2025). Esta resistencia adquirida se transmite de forma
horizontal como “herencia ecoldgica” entre los patdgenos que habitan el mismo
nicho, a fin de garantizar la estabilidad de su microbioma, transformandose en
patogenos altamente competentes (Kumawat et al., 2022). Esto podria explicar el
hecho de que nuestras cepas a pesar de pertenecer a géneros bacterianos
caracterizados por producir antibiéticos y enzimas liticas, no lograron antagonizar a
los patdégenos a los que se expusieron. Estas cepas fueron aisladas de suelos no
perturbados, lo que implica que su programacion genética derivada de las
condiciones ambientales en las que habitaban, no mantiene como primera linea de
defensa la sintesis de estas moléculas antimicrobianas. Esto no implica que las
cepas no posean la capacidad de sintetizarlas, simplemente puede ser necesaria la
exposicion constante para activar las vias de senalizacion pertinentes. En cambio,
los patégenos utilizados fueron aislados de suelos agricolas (suelos perturbados),

por lo que su actividad patogénica estaba bien desarrollada
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7. CONCLUSION

La rizosfera de la Y. schidigera cuenta con una gran abundancia de bacterias
con la capacidad de solubilizar P, las cuales poseen la capacidad metabdlica de
convertir el P insoluble en formas biodisponibles para las plantas. El principal
mecanismo que exhiben estas bacterias para la bioconversién del P insoluble es la
disminucién del pH a través de la produccion de acidos organicos. Ademas, son
capaces de prosperar en ambientes de estrés abidtico por condiciones de
alcalinidad y salinidad en el suelo. Cabe destacar que en las condiciones de
alcalinidad no solamente se establecen y reproducen, si no que continuan
expresando su capacidad de solubilizacion de P, siendo altamente eficientes.
Adicionalmente, tienen el potencial para sintetizar AIA y promover el crecimiento
vegetal en plantas de interés agricola como el pepino y el tomate, en donde
promueven la germinacion, la elongacion de la raiz principal y el numero de raices
secundarias. Todas estas caracteristicas las convierten en una herramienta
biotecnolégica importante, capaz de sustituir parcialmente los insumos agricolas de
sintesis quimica. Asimismo, es importante destacar que estas bacterias son nativas
de los suelos aridos de la region y constituyen el primer aislamiento de bacterias

rizosféricas de la planta Y. schidigera.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Registro del genoma completo de B. pretiosus en el GenBank

= Un sitio web aficial del gobiermnos de los Estadas Unidos  Asi es como o sabes +

National Library of Medicine
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Mucledtido Muclediido ||

[ suscar

Aovranzado

Banca genéticn « Enviar 2.«

PmyE{:tO de secuenciacion shotgun del genoma completa dela cepa AloCV-ICA1
de Bacillus pFE'.iﬂSUS
Secuencia de referencia del MCBI: NZ_JESTRIDDDOO0000.1

@ £zt entrada es el registm maestro de un prayecio de secuendascdn sholgun del gerama camplelo y na cantiens datos de secuencia

Ira: [«

LOCUS WZ_JESTPIR1POEOEER 5527459 pb ADN lineal BCT 19-DIC-2E2%

DEFIMICION Bacillus protiosus copa AloCW-ICAl, cscopeta de genoma completo
prayecte de secuenciacidn.

ADHESION NZ_JELTPISESESESER

WERSION WI_JB=TPIBceopopad.l

Binpraycctn DELINK: FRIWAZZ
8ionucstra
Ensamblaje:

PALABRAS CLAVE WGES; Refseg.

FUEMTE Bacillus proticsus

DREANISHD

Bacillus protiocsus
Bacterias; Bacillati; Bacillaota; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae;
Sacilo.
REFEREWCIA 1 {bascs 1 a 5527B55)
AUTORES Castro-Villavicencia, A., Gonzdloz-Mendocza, D. y Abdelmotelch, AL
TITULO Prescntacidn dirccta
REVISTA Enviada (81-DIC-2825) Bictecnolegia, ICA-UMAC, Oclta, Mewicali,
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JESTRIBOEEREaEE .1 .
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secuencia JBSTFIB1EGEEREL
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Anexo 2. Registro del genoma completo de B. inaquosorum en el GenBank

B Un sitio web oficial del gobierno de los Estadas Unidos Asi 2s como |o sabes

National Library of Medicine
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Binpruyc‘ctn DELINK: PRINAZISL1E
Biomucstra: SAMNSIS14353
Ensamblaje: GLCF B54855535.1
FALABRAS CLAVE WaE5; REFSCq_
FUENTE Bacillus inaguoscrun {8acillus swbtilis subsp. inaquascrun)
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REVISTA Enviado (B1-DIC-2825) Bictecnelogia, ICA-UABC, Delta, Mesicali,
Baja California 21785, Méwica
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Anexo 3. Crecimiento de B. pretiosus, B. inagquosorum y P. megaterium basado

en mediciones de densidad 6ptica

m B. pretiosus 3% NaCl m B. inaquosorum 3% NaCl
P. megaterium 3% NaCl m B. pretiosus 6% NacCl
m B. inaquosorum 6% NaCl m P. megaterium 6% NaCl

Densidad optica (600 nm)

24 48 72

Tiempo (h)
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Anexo 4. Constancias de cursos académicos
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Anexo 5. Constancias de participacién en congresos
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Anexo 6. Constancias de participaciones en actividades académicas
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Anexo 7. Constancia de estancia de investigacion
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Reciba un cordial saludo. Por medio de la presente, me permito informarle que la C.
Alondra Castro Villavicencio, estudiante de la Maestria en Ciencias en
Agrobiotecnologia de Zonas Aridas del Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad
Auténoma de Baja California, concluyé de manera satisfactoria su estancia de
investigacion en el Centro de Investigacion, Innovacion y Vigilancia Genémica
de Enfermedades Infecciosas de la Escuela de Ciencias de la Salud.

La estancia se llevd a cabo como parte de las actividades correspondientes a su proyecto
de tesis titulado "Identificacion y caracterizacion de bacterias solubilizadoras de fosforo
asociadas a la rizosfera de la Yucca schidigera’; bajo la supervision de la Dra. Raquel
Mufiz Salazar, durante el periodo comprendido del 17 de septiembre al 29 de
noviembre de 2025.

Sin mas por el momento, quedo a sus drdenes para cualquier aclaracion adicional.

ATENTAMENTE
Ensenada, B. C., a 5 de diciembre de 2025 uNMRsmmAtangmncly?;
SIDAD AUTONOMA D “Por la realizacion plena del ser” s
” Directora ,
05 DIC. ZUZSK@ = B \
SPACHAD\ I/
& sscueuoecrencw
DRA. BERENICE GRIEGO PORTILLO SRAAA.
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