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RESUMEN

El desarrollo de bioinoculantes microbianos efectivos requiere la seleccion de cepas
con alta funcionalidad agronémica y la implementacion de protocolos de
conservacion que garanticen su viabilidad a largo plazo. En este estudio, se
evaluaron cinco cepas del género Bacillus en dos aspectos: la capacidad de
solubilizacion de fésforo y la supervivencia a la liofilizacion. ElI analisis de
crecimiento revelé que B. mycoidesy B. megaterium las cepas con mayor viabilidad
inicial, un factor crucial para la estabilidad del in6culo. Los resultados de la
solubilizacion de fosforo mostraron una alta significancia y una marcada interacciéon
entre Cepa, Fuente de Fosforo y Tiempo, destacando la especificidad enzimatica
de las cepas. B. cereus fue el mas eficiente solubilizando Fosfato a corto plazo,
mientras que B. subtilis y B. mycoides exhibieron un alto rendimiento en Acido
Fosforico. La eficiencia solubilizadora fue dinamicamente variable, con B.
licheniformis destacandose en la Roca Fosforica a las 48 horas. Estos hallazgos
confirman que la aplicacion de biofertilizantes de Bacillus debe ser especifica a la
composicion del suelo. A pesar de la alta funcionalidad demostrada, el estudio
concluyd una proteccion nula en la conservacion: la supervivencia post-liofilizacion
fue del 0% en todas las cepas y métodos lioprotectores evaluados. El potencial
agrondémico de estas cepas solo podra ser explotado mediante la optimizacion de
protocolos de conservacion con lioprotectores especificos para la estructura Gram

positiva, asegurando asi su viabilidad comercial.

Palabras clave: Bacillus, liofilizacion, lioprotectores, solubilizacion de fosforo.
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ABSTRACT

The development of effective microbial bioinoculants requires the selection of strains
with high agronomic functionality and the implementation of preservation protocols
that guarantee their long-term viability. In this study, five strains of the Bacillus genus
were evaluated based on two aspects: phosphorus solubilization capacity and
freeze-drying (lyophilization) survival. Growth analysis revealed B. mycoides and B.
megaterium as the strains with the highest initial viability, a crucial factor for inoculum
stability. Phosphorus solubilization results showed high significance and a marked
interaction among Strain, Phosphorus Source, and Time, highlighting the enzymatic
specificity of the strains. B. cereus was the most efficient at solubilizing Phosphate
in the short term, while B. subtilis and B. mycoides exhibited high performance in
Phosphoric Acid. Solubilization efficiency was dynamically variable, with B.
licheniformis excelling in Rock Phosphate at 48 hours. These findings confirm that
the application of Bacillus biofertilizers must be specific to the soil composition.
Despite the high functionality demonstrated, the study concluded a null protection in
preservation: post-lyophilization survival was 0% across all strains and
cryoprotectant methods evaluated. The agronomic potential of these strains can only
be exploited through the optimization of preservation protocols with cryoprotectants

specific to the Gram-positive structure

Keywords: Bacillus, Lyophilization, Cryoprotectants, Phosphorus solubilization.
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. INTRODUCCION

Las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RCPV, o por sus siglas en
inglés PGPR) son microorganismos que emplean mecanismos que provocan
efectos benéficos para el crecimiento de las plantas (lkan et al., 2024) o como
control biolégico ante patégenos (Figiel et al., 2025), lo que los convierte en un factor
importante en la agronomia moderna, teniendo un impacto directo en practicas
agricolas sostenibles para los suelos a largo plazo (Alves de Andrade et al., 2023),
siendo mas respetuosos con el medio ambiente y pueden ser utilizados para
remplazar parcialmente a algunos productos de origen quimico, los cuales tienden
a ser mas costosos y ademas pueden causar efectos adversos a los ecosistemas

(Shi et al., 2022).

A pesar de que las RCPV son una alternativa prometedora para los productores,
actualmente éstas se encuentran relegadas en el mercado agrondmico, y esto
puede deberse a la calidad general de los productos, especificamente, la vida de
anaquel, que resulta muy corta comparacion de los productos de origen quimico. A
raiz de esto se empezaron a estudiar métodos de conservacién de RCPV, uno de
estos métodos es la liofilizacion, proceso de secado que consiste en congelar un
producto y eliminar el agua por medio de sublimacion (Assegehegn et al., 2019),
siendo una forma de alargar la vida de anaquel de las células, sin embargo este
método no es del todo eficaz, ya que durante este proceso se puede deteriorar la
membrana por la formacion de cristales y destruir la célula (Quintero-Rodriguez et
al., 2023). Ante esto se buscan alternativas para proteger la célula durante este

proceso. Una de estas alternativas es el uso de lioprotectores, sustancias como la



glucosa, lactosa, tetralactosa, manitol, entre otras, que le confieren resistencia a la
célula al regular la deshidratacion, lo que puede ayudar a la estabilidad quimica y

bioldgica durante la liofilizacion (Bellali et al., 2020).

Estudios como el de Hernandez Tenorio (2018) donde se analiz6 la supervivencia
de una cepa Dbacteriana (Bradyrhizobium sp. MS22) utilizando sacarosa y
comparandola a esta misma cepa sin protector o el de Quintero-Rodriguez y
colaboradores (2023) donde agentes lipoportectores como glucosa y sacarosa
mantuvieron la supervivencia de las células en especies como Pseudomonas
aureginosa, Haemophilus influenzae y Escherichia coli después del proceso de

liofilizacion.

Por lo anterior, el presente estudio se planted lo siguiente.

Il OBJETIVOS

e Cuantificar la solubilizaciéon de fésforo in vitro de las cinco cepas del género
Bacillus.
e Evaluar la supervivencia de cinco cepas del género Bacillus al proceso de

liofilizacién, ante la aplicacion de diferentes lioprotectores.

M. HIPOTESIS

Al menos un lioprotector, mantendra la supervivencia celular de una o mas cepas

del género Bacillus tras el proceso de liofilizacion.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Fertilizantes quimicos convencionales

Los fertilizantes quimicos convencionales son productos sintéticos que le aportan
los macronutrientes y micronutrientes necesarios a las plantas para que éstas
puedan llevar a cabo su ciclo de vida. Por ejemplo, para lograr un mayor rendimiento
de diversos cultivos, se utilizan fertilizantes nitrogenados tradicionales, sin embargo,

éstos contribuyen a la contaminacién de los suelos (Hungria et al., 2016).

Sin embargo, los fertilizantes representan un alto costo monetario, se estima que
solo la fertilizacion nitrogenada en el cultivo de maiz representa un 40% del costo
total de produccion. Ademas, de que estos, como anteriormente se menciono tienen
un alto potencial contaminante, con graves consecuencias para el medio ambiente,
y su fabricacién requiere grandes cantidades de productos no renovables (Bijay-
Singh & Craswell, 2021). Al aplicarse al suelo, los fertilizantes quimicos suelen
perderse por lixiviacion y volatilizacién, causando efectos adversos al medio
ambiente. El uso habitual de altas cantidades de fertilizantes, ya sean nitrogenados
0 amoniacales, provoca en el suelo el aumento de la acidez y un desbalance de
bases, como el calcio, magnesio y potasio. Esta situacion afecta la calidad y salud
del suelo, y a su vez, impacta negativamente en la productividad de los cultivos. El
uso intensivo de insumos ha hecho que los agroecosistemas sean mas susceptibles
a las condiciones ambientales adversas, aumentando la fluctuacion de los costos

productivos y disminuyendo la rentabilidad de cultivos (Ortega et al., 2022).

Con base a esto es preciso desarrollar alternativas amigables que permitan mejorar

la productividad de los cultivos y consecuentemente la estabilidad de los



ecosistemas a largo plazo, ya que la sustentabilidad de la produccién de alimentos
y la salud ambiental para una poblacién humana en constante crecimiento requiere
una reduccion significativa del uso de fertilizantes sintetizados quimicamente
(Sanchez et al., 2021).

4.2 Biofertilizantes

El uso de abonos organicos tiene una larga historia en la agricultura, incluyendo los
primeros intentos del hombre por mejorar el crecimiento de las plantas. Sin
embargo, la teoria de la nutricion mineral de Von Liebig en el siglo XIX sugirié que
los abonos organicos podian ser sustituidos por fertilizantes minerales, lo cual
revoluciond la agricultura. Con el tiempo, el excesivo uso de fertilizantes inorganicos
y malas practicas agricolas ocasionaron efectos negativos en la agricultura y los

ecosistemas (Varela, 2007).

El término biofertilizante hace referencia a sustancias que contienen
microorganismos vivos involucrados en varias actividades del suelo (Nagananda et
al., 2010), los cuales, al ser aplicados a semillas, plantas o suelos, colonizan la
rizosfera o el interior de las plantas (Vessey, 2004) y dan lugar a un mejor
rendimiento de los cultivos (Boraste et al., 2009). El término biofertilizante, no
obstante, es una palabra que aun genera confusion, ya que facilmente se identifica
con extractos de plantas, residuos urbanos compostados, mezclas microbianas con
constituyentes indefinidos y formulaciones de fertilizantes quimicos suplementados

con compuestos organicos (Boraste et al., 2009).

La importancia que tienen los microorganismos en la naturaleza y en sus relaciones

con el hombre es cada dia mas evidente. Cuando la agricultura tiene la necesidad



de adoptar medidas conservacionistas, los microorganismos utilizados como
biofertilizantes tienen un papel sustancial. El desarrollo y uso de los biofertilizantes
se contempla como una importante alternativa para la sustitucion parcial o total de

los fertilizantes minerales (Grageda-Cabrera et al., 2012).

Los biofertilizantes pueden ser de gran importancia econémica, ya que podrian
reemplazar parcialmente a otros productos agroquimicos que son costosos. Por
ultimo, el desarrollo de biofertilizantes responde a la demanda creciente de practicas
agricolas mas respetuosas con el medioambiente y sostenibles (Bhattacharjee y

Dey, 2014).

Bhattacharjee y Dey (2014) mencionan que los biofertilizantes microbianos
funcionales se han utilizado en algunos paises tropicales durante mas de medio
siglo, tanto en pequefias como en grandes explotaciones. Dentro de los principales
beneficios de uso de este tipo de bioinoculantes observados por los investigadores
y desarrolladores de productos esta la fijacion biolégica de nitrégeno, la
promocion del crecimiento vegetal, la solubilizacion del fosforo. Para el mejor
aprovechamiento de estos procesos bioldgicos deberian considerarse el uso 6ptimo
de los sistemas de fijacion de nitrdgeno conocidos y el desarrollo de nuevas
asociaciones de microorganismos y plantas para la fijacion de nitrogeno (Olivares

et al., 2013).

El principal problema de la produccion de los biofertilizantes es su calidad, debido a
que la mayoria de las agencias productoras privadas que suministran estos
productos no se preocupan por cumplir con los parametros pertinentes. Asi, la
disponibilidad de biofertilizantes de buena calidad para los agricultores es el

5



principal obstaculo para su implementacién exitosa. Existe al respecto una falta de
coordinacion entre los agentes de extension y los cientificos. Por ello, se requiere
prestar atencion a los principales bioinoculantes comerciales, como Azotobacter,
Azolla, Acetobacter y Azospirillumy su aplicacion en diversos cultivos de cereales

y hortalizas (Pathak y Kumar, 2016).

La biofertilizacion surge como una alternativa biotecnoldgica de interés ecolégico y
ambiental, por ejemplo Obando (2012) y Aguado (2012) realizaron estudios sobre
los efectos positivos de Rhizobium, Azotobactery otras rizobacterias estimuladoras
del crecimiento demostrando que aumentan significativamente el numero y peso de
nodulos, mayor fijacion de nitrégeno, aumento del contenido de macronutrientes y
micronutrientes, en comparacién con la inoculacion individual de Rhizobium sp.
(CIAT, 1987; Zufiga, 2012 y Gonzales, 2013).

4.3 Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal

Las Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV) son un grupo de
microorganismos promisorios y ampliamente estudiados como una de las formas
posibles para reducir los costos de produccion en la agricultura moderna (de Souza
et al., 2015). La expresion Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) fue
acunada por J. W. Kloepper y M. N. Schroth en 1978, para describir las bacterias
que habitan la rizésfera y que afectan positivamente el desarrollo de las plantas

(Labra-Cardén, et al., 2012).

Las RCPV poseen efectos benéficos para el crecimiento de las plantas y para
facilitar la disponibilidad de elementos presente en el suelo, como control bioldgico

de diferentes patégenos (Alvarez. et al 2021). Asi mismo, las PGPB desempefian



un papel importante en el alivio del estrés por sequia en plantas ya que estos
microorganismos benéficos colonizan la rizosfera/endorizosfera de las plantas e
imparten tolerancia a la sequia al producir exopolisacaridos (EPS), fitohormonas, 1-
aminociclopropano- 1-carboxilato (ACC) desaminasa, compuestos volatiles,
induciendo la acumulacion de osmolitos, antioxidantes, regulacion ascendente o
descendente de genes sensibles al estrés y alteracidén en la morfologia de la raiz en

la adquisicion de tolerancia a la resecacion (Beltran, et al. 2023).

Las RCPV pueden ser de vida libre o asociativas, aerobias, anaerobias o anaerobias
facultativas (Rodriguez, 1995). Las RCPV se han aislado en suelos donde
predomina la vegetacién de gramineas, como pastos tropicales (Ddbereiner y Day,
1975) y pastos de zonas templadas (Kole et al., 1988).

44 Mecanismos de accién de las RCPV

Los mecanismos de las RCPV pueden ser de accion directa o indirecta. Los
mecanismos directos ocurren cuando los metabolitos producidos por algunas cepas
de rizobacterias son utilizados como reguladores de crecimiento o precursores de
éstos por parte de la planta (Gutierrez-Manero et al., 2001; Patten & Glick, 2002),
tienen accion similar a las fitohormonas aplicadas a las semillas y plantas, con una
mayor proliferacion de pelos radiculares, que incrementan y mejoran la eficiencia de
absorcidén mineral de nitrégeno, fésforo y hierro (Fulchieri & Frioni, 1994; Garcia et

al., 1995).

Los mecanismos directos de promocion vegetal encierran distintos procesos en los
cuales, las RCPV pueden alterar el desarrollo de la planta (Ahmad et al., 2006;

Leisinger y Margraff, 2979M Matheron, 2001; Wildermuth et al., 2002). Estos



mecanismos son muy diversos y en algunos casos poco estudiados, uno de ellos
consiste en la produccion de sustancias organicas, porducto del metabolismo
secundario de las RCPV, que son capaces de promover respuestas fisiologicas

especificas en las células vegetales (Camelo et al., 2011).

Otro de los mecanismos directos de estas rizobacterias es la produccion de la
enzima acido 1- aminociclopropano-1-carboxilico o ACC desaminasa que se
encarga de controlar los niveles de etileno en la planta (Bal, H. B., Nayak, L., Das,
S., y Adhya, T. K., 2013) el cual en altas concentraciones induce cambios en las
caracteristicas de la planta y la lleva a la muerte (Lucas, J. A., Garcia-Cristobal, J.,

Bonilla, A., Ramos, B., & Gutierrez-Manero, J, 2014).

También la sintesis de Acido indol acético (IAA) es un mecanismo directo.Este
metabolito ayuda en la produccién de raices mas largas con mayor numero de pelos
radiculares y laterales que estan implicados en la absorcién de nutrientes de la

planta (Mohite, B. 2013).

Los mecanismos indirectos ocurren cuando los metabolitos producidos por las
RCPV pueden funcionar como antagonicos involucran aspectos de control
biolégico, suprimen o inhiben el crecimiento de microorganismos perjudiciales
(fitopatdgenos) para el desarrollo de las plantas, via produccion de sideréforos,
antibidticos, accion de enzimas liticas (glucanasas, quitinasas) o induccion de

mecanismos de resistencia (Bashan, 1998; Gutierrez-Manero et al., 2001).



4.5 Fijacion Bioldgica de Nitréogeno

La Fijacion Biolodgica de Nitrogeno (FBN) es un proceso microbioldgico esencial para
la agricultura sostenible, mediante el cual ciertos microorganismos, como bacterias
simbidticas (Rhizobium) y de vida libre (Azotobacter), convierten el nitrégeno
atmosférico (N2) en amoniaco (NHs), una forma asimilable por las plantas (Soumare
et al., 2020; Wickramasinghe et al., 2021). Este proceso es fundamental dado que
el nitrégeno es un nutriente esencial cuya absorcion directa del aire es imposible

para los vegetales (Wickramasinghe et al., 2021).

La clave enzimatica de la FBN reside en el complejo nitrogenasa, exclusivo de
ciertos procariotas (Timofeeva et al., 2023). Este complejo cataliza la reduccion de
N2 a NHs en un estricto ambiente anaerobico (Warmack et al., 2023), ya que la

presencia de Oz inactiva la enzima (lbanez et al., 2023).

El complejo nitrogenasa se compone de dos metaloproteinas principales:

¢ Dinitrogenasa reductasa (Fe-proteina): Transfiere electrones.
¢ Dinitrogenasa (MoFe-proteina): Contiene el FeMo-cofactor, esencial para la

reduccion de N2 (Daniel et al., 2022; Nosheen et al., 2021).

En leguminosas, la FBN ocurre una simbiosis con el género Rhizobium en noédulos
radiculares. La planta proporciona azucares y un ambiente Oz limitado. La
leghemoglobina, una proteina vegetal, regula la concentracion de oxigeno en el
nodulo, asegurando que sea suficiente para el metabolismo bacteriano sin inactivar

la nitrogenasa (Demir et al., 2023; Ibafiez et al., 2023).



También en microorganismos de vida libre, como Azotobacter, desarrollan
mecanismos de proteccion contra la exposicion al Oz, incluyendo la formacion de
capsulas o la regulaciéon de la respiracion para crear condiciones anaerdbicas
transitorias, permitiendo la funcion de la nitrogenasa (Barron et al., 2024; Dzvene &
Chiduza, 2024).

4.6 Solubilizaciéon de Fésforo

Algunas bacterias de tipo RCPV presentan la capacidad de solubilizar fosfatos a
partir de compuestos inorganicos u organicos, utilizando enzimas como: las
fosfatasas no especificas, fitasas, fosfonatasas y C-P-liasas (Lugtenberg y

Kamilova, 2009).

Las enzimas C-P-liasas solubilizan fésforo a partir de componentes organicos del
suelo, éstas cortan el enlace carbono-fosforo de los compuestos organofosforados.
La liberacién de las formas solubles a partir del fosforo mineral, se realiza con la
produccion de acidos organicos como el acido glucénico o 2-cetogluconico, la
bioproduccion de estos acidos depende de la fuente de carbono disponible en la

rizosfera (Ahemand et al., 2012).

Un mecanismo alternativo para la obtencion de este nutriente es la liberacién de
acidos organicos, capaces de quelar el fésforo biodisponible en el suelo utilizando

sus radicales hidroxilo y carboxilo (Vyas & Gulati 2009).

Algunos ejemplos de bacterias de tipo RCPV que cuentan con la capacidad de
solubilizar fosfatos estan dentro de los géneros Achromobacter sp., Acinetobacter
sp., Azospirillum sp., Burkholderia sp., Flavobacterium sp., Microccocus sp.,

Microbacterium sp., Serratia, Beijerinckia sp., asimismo diferentes especies tienen
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esta capacidad, tales como Azotobacter chroococcum, Bacillus circulans,
Cladosporium harbarum, Bradyrhizobium japonicum, Enterobacter agglomerans,
Pseudomonas putida, Pseudomonas chlororaphis, Rhizobium leguminosarum
(Rodriguez & Fraga 2006).

4.7 Género Bacillus

El género Bacillus, perteneciente a las bacterias Gram positivas, es uno de los
géneros de microorganismos mas ampliamente estudiado para la promocién del
crecimiento de las plantas (Pérez-Montaiio et al., 2014). Se sabe que estas
bacterias colonizan rapidamente la rizosfera y suprimen los patdgenos del suelo en

la superficie de las raices (Rangarajan et al., 2003).

Algunas de estas especies estimulan directamente el crecimiento de las plantas, ya
sea mediante la mejora de la adquisicién de nutrientes o la estimulacion de los
mecanismos de defensa de la planta huésped antes de la infeccidn; otras especies
pueden inhibir o suprimir las poblaciones de microorganismos patégenos o plagas

(Kumar et al., 2011).

Especies de Bacillus tienen la capacidad de solubilizar el fosfato, lo que estimula el
crecimiento vegetal mediante una mejor nutricibn con P, ademas incrementa la
absorcién de N, potasio (K) y hierro (Abbasdokht y Gholam, 2010). También se ha
demostrado que estas bacterias poseen caracteristicas que les permiten su
utilizacién como promotores del crecimiento vegetal y antagonistas de fitopatégenos

(Grobelak et al., 2015).

Diferentes estudios prueban que este género es beneficioso para los cultivos

horticolas, por ejemplo Chen y colaboradores (2024) mostraron que Bacillus
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velezensis KHH13 promueve el crecimiento vegetal en el cultivo de repollo, ademas
de disminuir la incidencia de patdogenos como Fusarium. Bacillus megaterium
incrementa el rendimiento de brocoli, asi como la concentracion mineral de la
inflorescencia (Demir et al., 2023). También se ha comprobado una mejora en el
crecimiento de cultivos como cempasuchil y lechuga al utilizar Bacillus spp. (Ramos
Salazar et al., 2022; Shao et al., 2023).

4.8 Liofilizacién de cepas microbianas

La Biotecnologia se fundamenta en el aprovechamiento de la rapida capacidad de
crecimiento y el cultivo a gran escala de microorganismos para la produccién
eficiente de compuestos de interés industrial (Blanco y Brown, 2010). No obstante,
para mantener la productividad y aplicabilidad de estas cepas, es crucial garantizar

su viabilidad y la integridad genética y bioquimica a largo plazo.

El mantenimiento de la estabilidad microbiana requiere mitigar factores que puedan
inducir cambios morfoldgicos, variacion en los componentes celulares y mutaciones
espontaneas (Blanco y Brown, 2010). Por ello, es imperativo implementar métodos
de conservacion de cepas que aseguren la pureza genética, preserven los niveles
de productividad inicial y salvaguarden todas sus propiedades bioquimicas (Metrix

Laboratorios, 2015).

La seleccion de la técnica de conservacion adecuada no es trivial, ya que debe ser
especifica al tipo de cultivo, a la susceptibilidad del microorganismo y al tiempo de
preservacion requerido (Metrix Laboratorios, 2015). Actualmente, existe una

escasez de informacion sobre el impacto de las metodologias de conservacion en
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las caracteristicas metabdlicas de las bacterias de interés, lo que subraya la

necesidad de investigacion en este campo (Escobar et al., 2005).

La liofilizacion (secado por congelacion) es la técnica mas utilizada y eficaz para el
resguardo, transporte y almacenamiento de microorganismos a largo plazo,
permitiendo la conservacion de cepas por mas de 20 aios a temperatura ambiente
(Morales-Garcia, 2010; Mufoz, 2018). El proceso consiste en la sublimaciéon del
agua congelada bajo condiciones de alto vacio, pasando directamente del estado
so6lido al gaseoso, sin afectar la estabilidad de la sustancia (Adams G., 2007; Mufioz,

2018).

A pesar de su eficacia, la liofilizacién puede inducir dafio biolégico en las células,
incluyendo deterioro de la membrana, desnaturalizacion de proteinas y afectacion

al ADN (Leslie et al., 1995).

L os principales mecanismos de dafno estan relacionados con:

e Cambios en el estado fisico de los lipidos: Durante el proceso, la membrana
celular experimenta una transicion de fase de cristal liquido a gel (Leslie et
al., 1995).

e Ruptura de la Membrana: Al rehidratar la membrana seca en fase de gel, el
paso a la fase de cristal liquido puede provocar la ruptura celular (Leslie et

al., 1995).

Para mitigar estos efectos, es esencial el uso de un lipoprotector (o crioprotector)
que evite la transicion a la fase de gel y mantenga la membrana en fase de cristal

liquido, incluso a temperatura ambiente (Leslie et al., 1995).
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La supervivencia de las cepas a la liofilizacién es altamente dependiente del
lioprotector utilizado, y no existe un lioprotector universal para todas las cepas
bacterianas (Burguet et al., 2014; Morgan et al., 2006). Por lo tanto, la optimizacién

del proceso requiere una evaluacion especifica de:

e Mecanismos de danio.
e Condiciones de liofilizacion (temperatura, presién y tiempo).

e Agentes lioprotectores (Shu et al., 2018; Zhang et al., 2020; Barley, 2021).

Los lioprotectores son el factor mas critico, ya que su funcién es reducir el dafo
celular durante el secado y la rehidratacion, manteniendo la actividad fisiologica y la
estabilidad durante el almacenamiento a largo plazo (Zhang et al., 2020). Es
necesario determinar el porcentaje de supervivencia de cada microorganismo, ya
que la efectividad de los lioprotectores varia en funcion de la cepa a conservar (Avila
et al., 2015; Burguet et al., 2014). Se ha investigado el uso de carbohidratos como
manitol, glucosa, lactosa, xilitol, trehalosa y galactosa en concentraciones de 1% a
10\% para mejorar la supervivencia bacteriana en la liofilizacion (Zhan et al., 2012,

Abadias et al., 2014; Han et al., 2018; Prakash et al., 2013).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar del experimento

El experimento se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Departamento
de Horticultura de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro, en Saltillo,
Coahuila.

5.2 Material biolégico

Se utilizaron cinco cepas aisladas de la rizosfera de tomatillo silvestre, en un perfil
de 0.30 m de profundidad, en area natural no cultivada de las localidades de
Musquiz y Progreso en el estado de Coahuila. Las bacterias se identificaron

molecularmente previamente y son las siguientes:

Cuadro 1. Cepas bacterianas utilizadas.

Género Especie
Bacillus Subtilis
Bacillus Mycoides
Bacillus Cereus
Bacillus Licheniformis
Bacillus Barbaricus

5.3 Solubilizaciéon de Fésforo

Se hicieron cultivos con las cepas aisladas en medio liquido Pikovskaya modificado

con diferentes fuentes de Fésforo: CaHPO4 (Cuadro 3), roca fosforica (Cuadro 4) y
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H3sPO4 (Cuadro 5), a un pH de 6.5 a 7.5, utilizando NaOH al 2% para ajustar pH en
caso de ser necesario. Se incubaron a 30 °C con agitacion de 120 rpm. A las 24 y
48 horas se filtré una porcién del medio con ayuda de un filtro de poro ultra-fino. Se

midio el fosforo por medio de colorimetria (Sadzawka et al, 2007).

Cuadro 2. Medio Pikovskaya liquido modificado con CaHPO4 como fuente de

fosforo.

Reactivo gL’
Glucosa 10
CaHPOq4 4.71
(NH4)2S 04 0.5
NaCl 0.2
MgSO4 0.1
KCI 0.2

Extracto de levadura 0.25

MnSO4 0.1

Cuadro 3. Medio Pikovskaya liquido modificado con Roca fosférica como fuente de

fosforo.
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Reactivo gL’

Glucosa 10

Roca fosforica (22% de P) 4.54

(NH4)2S04 0.5

NaCl 0.2

MgSOa4 0.1

KCI 0.2
Extracto de levadura 0.25

MnSO4 0.1

Cuadro 4. Medio Pikovskaya liquido modificado con HsPO4 como fuente de fésforo.

Reactivo gL
Glucosa 10
H3PO4 3.72
(NH4)2S04 0.5
NaCl 0.2
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MgSOa 0.1

KCI 0.2

Extracto de levadura 0.25

MnSO4 0.1

5.4 Crecimiento bacteriano

Las bacterias aisladas se pusieron a crecer en medio liquido Luria Bertani (Cuadro
2) a 30 °C y 120 rpm en una incubadora durante 48 horas. Posteriormente se

cuantificaron en un Espectrofotometro UV-vis mediante la técnica de McFarland.

Cuadro 5. Composicién del medio liquido Luria Bertani.

Reactivo gL

Peptona de caseina 5

Sacarosa 5

Extracto de levadura 5

NaCl 5

5.5 Proceso de lioproteccion y liofilizacion

El proceso de lioproteccion y liofilizacion se inicié con la preparacion del indculo

microbiano. El cultivo bacteriano fue ajustado a una concentracion de 1 x 10°
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Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC ml-") utilizando agua destilada
estéril como diluyente. Seguidamente, se procedié a la obtencidén de la biomasa
mediante la centrifugacién de 10 ml de la suspension celular en tubos Falcon (15
ml) a 10,000 g durante 10 minutos. Tras la decantacién del sobrenadante, la
biomasa resultante fue pesada para después ser re-suspendida en 1 ml de los
agentes lioprotectores en estudio, previamente diluidos en agua destilada estéril,

con la excepcion de la leche descremada.

Cuadro 6. Tratamientos lioprotectores evaluados.

Tratamiento gL
Trehalosa 50
Miel de abeja natural 50

Leche en polvo descremada 50

Leche descremada -

La suspension celular en el agente lioprotector fue sometida a congelacion
ultrarrapida por inmersion directa en nitrogeno liquido. Posteriormente, las muestras
congeladas fueron transferidas a un liofilizador (Labconco, modelo FreeZone 2.5 1)
para el secado por sublimacién durante un periodo de 72 horas. Finalmente, para

evaluar la viabilidad post-liofilizacion, el polvo liofilizado fue rehidratado en 10 ml de
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solucién salina estéril (0.2%), sembrado en medio Rennie sdlido e incubado a 30 °C
por 48 horas, procediendo luego al conteo manual de las colonias.

5.6 Analisis estadistico

Se analizaron los datos en un disefio completamente al azar, con tres repeticiones
por unidad experimental. Se realizé un analisis de varianza ANOVA y una prueba
de comparacién de medias de Tukey (p>0.05). Se utilizé el paquete estadistico

InfoStat 2016 (Di Rienzo et al., 2016).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Crecimiento bacteriano

En el Cuadro 7 se observan los resultados de la produccion de biomasa (g) y el
crecimiento bacteriano (UFC ml') de las cinco cepas de Bacillus. En cuanto a la
produccion de biomasa, aunque se observd una variacion, donde el valor maximo
se presentd en B. subtilis (0.303 g) y el minimo de B. megaterium (0.147 g), estas
diferencias no fueron significativas estadisticamente, lo que sugiere que la cantidad
de biomasa generada por las diferentes especies no difiere bajo las condiciones de

cultivo evaluadas.

Cuadro 7. Produccion de biomasa y crecimiento de cinco cepas bacterianas en

medio Luria Bertani.

Produccion de biomasa Crecimiento
Bacteria
g 10° UFC ml
B. subtilis 0.303 2.6332c
B. mycoides 0.296 10.0602 a
B. cereus 0.254 4.6429 bc
B. licheniformis 0.228 1.1478 c
B. megaterium 0.147 7.9632 ab
p valor ns 0.0001

Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales estadisticamente

(Tukey; p < 0.05); ns, no significancia.

Por el contrario, los resultados medicion del crecimiento bacteriano presentaron una

diferencia altamente significativa (p=0.0001). Esta diferencia indica que la
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capacidad de replicacion y viabilidad de las distintas cepas difieren ampliamente.
En especifico, B. mycoides mostré el mayor crecimiento (10.0602 x 10° UFC ml"),
superando a la mayoria de las otras cepas, a excepcion de B. megaterium (7.9632

x 109 UFC ml).

B. subtilis es la cepa que genera la mayor biomasa en términos de gramos, pero
paraddjicamente, presenta uno de los niveles de crecimiento (células viables) mas
bajos. Este fendbmeno sugiere que una gran parte de su biomasa puede estar
compuesta por células no viables, células en estado de esporulacion que no se
desarrollaron como colonias en el conteo, o por la excrecion de metabolitos
extracelulares (como polisacaridos o biopeliculas) que afiaden peso molecular al
in6culo pero no contribuyen a la unidad formadora de colonias (Feliatra et al., 2021).
En contraste con B. mycoides y B. megaterium que, sin producir una biomasa
significativamente superior en masa, demostraron una eficiencia de replicacion y

viabilidad celular notablemente mayor.

Para el desarrollo de un bioinoculante o para la implementacion exitosa de una
técnica de lioconservacion, es indispensable seleccionar cepas con la maxima
viabilidad. Una cepa con un alto UFC inicial, como B. mycoides o B. megaterium,
garantiza una mayor concentracion de indculo activo para el proceso v,
teéricamente, una mejor tasa de supervivencia al estrés de la liofilizacion. La baja
viabilidad de cepas como B. subtilis y B. licheniformis podria requerir una
optimizaciéon mas rigurosa de los protocolos de lioproteccion para mantener su
funcionalidad, a pesar de su capacidad para generar una gran cantidad de biomasa

inicial (Catone et al., 2024).
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6.2 Solubilizacion de fosforo

Los resultados de la solubilizaciéon e indice de solubilizacion de fosforo a las 24
horas por las cinco cepas de Bacillus demostraron ser altamente significativos (p <
0.0001) para todas las fuentes de foésforo evaluadas: Fosfato, Roca Fosférica y
Acido Fosférico, como se muestra en el Cuadro 8. Este nivel de significancia indica
que la capacidad de las cepas para liberar y solubilizar el fosforo difiere

intrinsecamente entre ellas y en funcién de la fuente que se les proporciona.

Cuadro 8. Solubilizacion e indice de solubilizacion de fésforo de cinco cepas del

genero Bacillus con tres diferentes fuentes de fésforo a las 24 horas.

Roca  Acido Roca  Acido
Fosfato Fosfato
Bacteria fosférica fosférico fosforica fosférico
mg | %
B. subtilis 231.07d 339.21a 814.84a 23.12d 33.92a 81.48a
B. mycoides 213.42 e 273.46b 835.80a 21.34e 27.35b 83.58a
B. cereus 520.89a 191.10c 391.82c 52.09a 19.11c 39.18c
B. licheniformis 45224 b 199.41c 641.82b 4522b 19.94c 64.18b
B. megaterium 41763 c 346.13a 375.81c 41.73c 34.61a 37.85cC
p valor <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales estadisticamente (Tukey,

p < 0.05).

La respuesta de las cepas vario drasticamente en funcion de la fuente. Frente al
fosfato, B. cereus presento la mayor capacidad solubilizadora (520.89 mg I'"), siendo

significativamente superior a las demas cepas, mientras que B. mycoides tuvo el

23



desempeiio mas bajo (213.42 mg I"). Por otro lado, al emplear la roca fosférica, B.
subtilis y B. megaterium se destacaron como los solubilizadores de fésforo mas
eficientes (339.21 y 346.13 mg I, respectivamente). Sin embargo, en el caso del
acido fosforico, B. subtilis y B. mycoides mostraron los valores mas altos (814.84 y
835.80 mg I', respectivamente), mientras que B. cereus y B. megaterium mostraron
las menores capacidades de solubilizacion (391.82 y 375.81 mg I,

respectivamente).

Estos patrones se reflejaron de manera consistente en el indice de Solubilizacion
de Fésforo (%), lo cual refuerza la selectividad de las cepas por la fuente de fosforo.
Frente al Fosfato, B. cereus mantuvo el indice mas alto (52.09%), con B. mycoides
nuevamente en el valor minimo (21.34%). Para la Roca Fosférica, B. subtilis
(33.92%) y B. megaterium (34.61%) fueron los mas eficientes. Finalmente, en
presencia de Acido Fosférico, B. subtilis (81.48%) y B. mycoides (83.58%) volvieron
a mostrar los indices de solubilizacién mas altos. Esta marcada interaccion entre la
cepa y la fuente de fésforo subraya que la capacidad de solubilizacion no es una
caracteristica universal para cada Bacillus, sino que esta influenciada por la
composicion quimica del sustrato fosforado, lo cual es crucial para la seleccién de

bioinoculantes especificos en agronomia.

Cuadro 9. Solubilizacion e indice de solubilizacion de fésforo de cinco cepas del
genero Bacillus con tres diferentes fuentes de fésforo a las 48 horas.
Roca  Acido Roca  Acido

Bacteria Fosfato Fosfato
fosférica fosforico fosférica fosforico
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mg |’ %

B. subtilis 473.22 c 163.42c 650.97b 47.32c 16.34c 65.10b
B. mycoides 497.52b 148.19d 701.27a 49.75b 14.82d 70.13a
B. cereus 512.31b 160.65¢c 503.48¢c 51.23b 16.06 c 50.35c¢c
B. licheniformis 622.45a 207.71a 504.63c 62.24a 20.77a 50.46c¢C
B. megaterium 499.25b 193.87b 427.26d 49.92b 19.29b 42.73d
p valor <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales estadisticamente (Tukey,

p < 0.05).

La solubilizacion aumentd generalmente a las 48 horas (Cuadro 9), pero los
patrones de eficiencia de las cepas cambiaron, indicando una interaccion
significativa entre la Cepa y la Fuente de Fosforo. En el medio con Fosfato, B.
licheniformis mostré la mejor solubilizacion (622.45 mg I''; 62.24%), lo que implica
un mecanismo de solubilizacién que se activa o intensifica con el tiempo. En la Roca
Fosforica, B. licheniformis también mostré la mayor capacidad (207.71 mg I'' y
20.77%), mientras que B. mycoides fue la menos efectiva (148.19 mg 'y 14.82%),
demostrando que la Roca Fosférica sigue siendo la fuente mas dificil de solubilizar.
Finalmente, en Acido Fosférico, B. mycoides se consolidé como la mas eficiente
(701.27 mg I'' y 70.13%), a diferencia de B. megaterium (427.26 mg ' y 42.73%)

que mostrd la menor capacidad a las 48 horas.

La actividad solubilizadora no es homogénea entre las cepas de Bacillus sino que
esta finamente regulada por la disponibilidad y el tipo de compuesto fosforado. Esta

especificidad sugiere que cada cepa puede poseer o regular diferencialmente la
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expresion de enzimas clave, como la fosfatasa acida/alcalina para liberar fésforo de
compuestos organicos como el Fosfato y los acidos organicos para quelar cationes
metalicos que mantienen el fésforo inorganico, como la Roca Fosférica y el Acido
Fosforico, compuestos insolubles (Luo et al., 2024). La Roca Fosforica, al ser una
fuente inorganica menos insoluble, exige una mayor secrecion de acidos organicos
(ej. malico, gluconico) para la disociacidon (Zamora y Ninavia, 2024), lo cual explica
por que las cepas presentan valores de solubilizacion consistentemente menores

en este medio que en el Acido Fosférico o el Fosfato.

La cepa B. cereus fue la mas eficiente a las 24 horas, pero a las 48 horas, B.
licheniformis fue mas eficiente. Este cambio de solubilizacién indica una induccion
tardia de los mecanismos de solubilizacion de compuestos organicos en B.
licheniformis, sugiriendo que su sistema de fosfatasas podria activarse en etapas
mas avanzadas de la curva de crecimiento, cuando la disponibilidad de fosforo

soluble es critica (Mosquera et al., 2024).

La alta solubilizacién observada en el Acido Fosférico confirma que, de las tres
fuentes, esta fue la mas facilmente asimilable o desintegrable. Las cepas B. subtilis
y B. mycoides mostraron la mejor eficiencia a ambos tiempos, lo que podria deberse
a una alta tolerancia a la acidez o una produccién robusta de quelantes que facilitan
la liberacion del fosforo. La capacidad casi uniforme de solubilizacién del Acido
Fosférico sugiere que la limitacion no es enzimatica, sino probablemente la

disociacion inicial o la resistencia al bajo pH generado (Rios Sosa, 2022).

La Roca Fosférica mostré los valores absolutos mas bajos, lo que refleja su
dificultad. A las 24 horas, B. subtilis y B. megaterium lideraron la solubilizacion, pero
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a las 48 horas, B. licheniformis se convirtio en la mas eficiente, mientras que la
mayoria de las otras cepas disminuyeron su indice. Esto podria deberse a que la
secrecion de acidos organicos de B. licheniformis alcanza su pico maximo y mas
sostenido a las 48 horas, superando a la de las otras cepas que quizas ya hayan
agotado sus recursos metabolicos o hayan experimentado una inhibicion por el pH
(Mosquera et al., 2024).

6.3 Supervivencia de las cepas al proceso de liofilizacion

Se presentd una ausencia total de supervivencia de las cepas de Bacillus en los
cuatro tratamientos con lioprotectores, resultando en un 0% de viabilidad después
de la rehidratacién e incubacion por 48 horas, lo que indica la nula proteccion de la
célula por los distintos tratamientos utilizados. Las cepas de Bacillus son Gram
positivas, caracterizadas por una pared celular gruesa de peptidoglicano y una unica
membrana citoplasmatica (Zamora y Toro, 2021), mientras que otros estudios
realizados han utilizado cepas Gram negativas, como Pseudomonas aureginosa,

Haemophilus influenzae y Escherichia colli (Quintero Rodriguez et al., 2023).

Las bacterias Gram negativas poseen una membrana externa adicional que ofrece
una barrera de proteccion, por lo que en las células Gram positivas evaluadas es
probable que no haya mitigado el estrés osmatico, el dafio mecanico por los cristales

de hielo, y la desestabilizacion lipidica que sufren las células.

Este fallo se debe a que la vulnerabilidad de la membrana interna en las Gram
positivas es directamente expuesta al estrés de la desecacién. Los lioprotectores
utilizados, al no ser especificos o0 no estar en la concentracion 6ptima para Bacillus,

no lograron evitar la transicion de fase de cristal liquido a gel en la bicapa lipidica
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durante el secado ni protegieron contra la ruptura osmaética durante la rehidratacion,
lo cual ha sido documentado como el principal mecanismo de dano letal (Leslie et
al., 1995). El resultado es un dafo irreversible en la membrana y la
desnaturalizacidn de proteinas esenciales, llevando a la pérdida total de la viabilidad
celular. Este fracaso es particularmente notorio considerando que algunas de las
cepas (B. mycoides y B. megaterium) demostraron una alta viabilidad inicial,
confirmando que el factor letal no fue la baja calidad del in6culo, sino el proceso de

conservacion mismo.
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VIl. CONCLUSIONES

Se confirmé la variabilidad inherente en las caracteristicas fisioldgicas y de interés
agronémico de las cinco cepas de Bacillus evaluadas. La capacidad de
solubilizacion de fésforo revelé una compleja interaccion entre la cepa, la fuente de
fésforo y el tiempo. Esta especificidad muestra que la eficiencia solubilizadora no es
universal. B. cereus lideré en la solubilizacion de Fosfato a corto plazo, B.
licheniformis y B. subtilis mostraron una eficiencia superior en Roca Fosforica y
Acido Fosférico respectivamente, con cambios notorios en el desempefio a las 48
horas. Esta selectividad es crucial para la seleccién del biofertilizante mas eficaz

segun el tipo de sustrato fosforado disponible en el suelo.

No obstante, la aplicacidén biotecnoldgica de estas cepas altamente funcionales se
vio truncada por un fallo critico en la conservacion a largo plazo, ya que ninguna
cepa sobrevivio al proceso de liofilizacion con 4 fuentes energéticas como

lioprotectores por lo que requiere mayor estudio en el Bacillus.
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