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Plant growth-promoting activity of Bacillus spp. strains in bean (Phaseolus vulgaris)
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RESUMEN

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM)
representan una alternativa ecoldgica y eficiente frente al uso excesivo de
fertilizantes quimicos en la agricultura convencional. Dentro de este grupo
funcional, las especies del género Bacillus se destacan por su versatilidad
fisiolgica, capacidad de esporulacién y produccién de metabolitos
bioactivos. Dada esta relevancia, el objetivo del presente estudio fue
evaluar la actividad promotora del crecimiento de siete cepas nativas de
Bacillus spp., aisladas de la rizosfera de Phaseolus vulgaris, cultivado bajo
condiciones controladas. Las cepas fueron aisladas mediante tratamiento
térmico, caracterizadas mediante pruebas bioquimicas y confirmadas
taxonémicamente por secuenciacion del gen 16S rRNA. Las especies
identificadas incluyeron B. subtilis, B. pumilus, B. megaterium y
Sporosarcina pasteurii. Se evaluaron pardmetros funcionales clave, como
la produccién de 4cido indolacético (AIA), la cinética de crecimiento
bacteriano y la influencia sobre variables morfoldgicas de la planta. Las
cepas B. pumilus (AVCM54) y S. pasteurii (ACMO044) mostraron una
alta produccién de AIA (>1,8 pg:mL™), lo que se correlacioné con un
mayor desarrollo vegetativo de las plantas tratadas, evidenciado en la
altura, el didmetro del tallo y la biomasa seca aérea y radicular. Estos
resultados sugieren que las cepas seleccionadas poseen mecanismos
bioestimulantes asociados a la sintesis de fitohormonas y la mejora de la
eficiencia fisioldgica de la planta. En conjunto, el estudio respalda el uso
potencial de Bacillus spp. como bioinoculantes para la formulacién de
biofertilizantes aplicables en sistemas agricolas sostenibles, especialmente
en regiones tropicales, que enfrentan desafios productivos y ambientales.
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ABSTRACT

Plant growth-promoting microorganisms (PGPM) represent an
ecological and efficient alternative to the excessive use of chemical
fertilizers in conventional agriculture. Within this functional group,
species of the genus Bacillus stand out for their physiological versatility,
sporulation capacity, and production of bioactive metabolites. Given
this relevance, the objective of the present study was to evaluate the
plant growth-promoting activity of seven native strains of Bacillus
spp.» isolated from the rhizosphere of Phaseolus vulgaris, cultivated
under controlled conditions. The strains were isolated through heat
treatment, characterized by biochemical assays, and taxonomically
confirmed by sequencing of the 16S rRNA gene. The identified
species included B. subtilis, B. pumilus, B. megaterium, and Sporosarcina
pasteurii. Key functional parameters were evaluated, such as indole-
3-acetic acid (IAA) production, bacterial growth kinetics, and the
influence on morphological variables of the plant. The strains Bacillus
pumilus (AVCM54) and Sporosarcina pasteurii (ACMO044) exhibited
high IAA production (>1.8 pg:mL™), correlating with greater
vegetative development of treated plants, as evidenced by increases in
plant height, stem diameter, and both shoot and root dry biomass.
These findings suggest that the selected strains possess biostimulant
mechanisms associated with phytohormone synthesis and improved
physiological efficiency of the plant. Overall, this study supports the
potential use of Bacillus spp. as bioinoculants for the formulation of
biofertilizers applicable to sustainable agricultural systems, particularly
in tropical regions facing productive and environmental challenges.

Keywords: Bioinoculants; Bioinputs; Indole-3-acetic acid; Plant
growth-promoting microorganisms; Sustainable agriculture.
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INTRODUCCION

Phaseolus vulgaris L., cominmente conocido como fréjol o
frijol comun, representa uno de los cultivos leguminosos mds
importantes, a nivel mundial, por su alto valor nutricional y
relevancia socioeconémica en sistemas agricolas de pequefia y
mediana escala (Uebersax ez /. 2022; Nchanji & Ageyo, 2021). Su
contenido proteico, su capacidad de fijacién biolégica de nitrégeno
y su versatilidad agronémica lo convierten en un componente
clave de la seguridad alimentaria, especialmente, en regiones de
América Latina y Africa (Dimopoulou ez /. 2024); sin embargo,
el rendimiento de este cultivo se ve frecuentemente limitado por
factores biéticos y abidticos, como deficiencias nutricionales, estrés
hidrico, salinidad y enfermedades del suelo (Basavaraja ez al. 2024).
Frente a estos desafios, el desarrollo de estrategias sostenibles y
eficientes para mejorar la productividad vegetal se vuelve prioritario.

En este contexto, el uso de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (PGPM, por sus siglas en inglés) son una
alternativa ecoldgica y econdémicamente viable frente al uso
excesivo de fertilizantes y plaguicidas quimicos, ofreciendo
soluciones sostenibles para mejorar la productividad agricola
(Hossain ez al. 2023). En este contexto, las especies del género
Bacillus se destacan por su capacidad de formar endosporas
resistentes, su amplia distribucién en distintos ecosistemas y su
potencial multifuncional como biofertilizantes y como agentes de
control biolégico, lo que refuerza su valor estratégico en sistemas
agricolas sostenibles (Akinsemolu, et a/. 2024). Las cepas de Bacillus
spp. pueden promover el crecimiento de las plantas, a través de
multiples mecanismos, entre ellos, la solubilizacién de fosfatos,
la sintesis de fitohormonas, como el 4cido indolacético (AIA), la
produccién de sideréforos y la induccién de resistencia sistémica
frente a patégenos (Poveda & Gonzdlez-Andrés, 2021; Khiangte &
Lalfakzuala, 2021).

Numerosos estudios demuestran que la inoculacién de Bacillus
spp. en diferentes cultivos mejora significativamente pardmetros
agronémicos, como la tasa de germinacidn, el desarrollo radicular,
la biomasa aérea y la eficiencia en la absorcién de nutrientes (Sousa
et al. 2021; Chandra et al. 2021); no obstante, atn persiste la
necesidad de validar estos efectos en condiciones controladas que
permitan aislar el impacto directo del microorganismo sobre la
planta hospedera, evitando interferencias del entorno eddfico (Aijaz
et al. 2024). Ademds, la respuesta de P wvulgaris a la inoculacién
con cepas especificas de Bacillus spp. ain requiere mayor
caracterizacién, especialmente, en lo que respecta a la seleccién de
cepas con alto potencial bioestimulante, adaptadas a las condiciones
agroecoldgicas locales (Rocha ez al. 2022).

Considerando la creciente demanda de bioinsumos y alternativas
sostenibles, este estudio tuvo como objetivo identificar las bacterias
del género Bacillus asociadas a la rizosfera de Phaseolus vulgaris y,
posteriormente, evaluar la actividad promotora del crecimiento de
cepas seleccionadas en P vulgaris bajo condiciones de invernadero
(Arslan & Bulut, 2023).

MATERIALES Y METODOS

Sitio de muestreo y preparacién de muestras rizosféricas. Las
muestras rizosféricas fueron recolectadas de plantas de P vulgaris
en etapa vegetativa, cultivadas en parcelas experimentales de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, Ecuador. Para cada
muestra, se extrajeron las raices con una porcién de suelo adherido.
Se seleccionaron tres plantas por parcela y el suelo rizosférico
fue desprendido y transferido a bolsas estériles Whirl-Pak®. En
laboratorio, las muestras fueron procesadas dentro de una cabina
de bioseguridad clase II, Thermo Scientific™ 1300 Series A2, para
minimizar la contaminacién. Cada muestra rizosférica (10 g) fue
homogeneizada en 90 mL de solucién salina estéril al 0,85 %
(NaCl), a 200 rpm durante 30 minutos, en una incubadora orbital
(Orbital Incubator Shaker ZWY-240, LABWIT, Shanghai, China)
(Alvarado Ibdfiez et al. 2021).

Tratamiento térmico para el aislamiento de Bacillus spp. Para
favorecer la seleccién de bacterias formadoras de esporas del género
Bacillus, la suspensién rizosférica se sometié a un tratamiento
térmico de choque a 80 °C durante 10 minutos, en bafio marfa
(Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA), con el propésito de
eliminar la mayorfa de las bacterias no esporuladas. Posteriormente,
se realizaron diluciones seriadas decimales (107! a 107¢) y se
sembraron 100 pL por duplicado, mediante la técnica de extensién
superficial en placas Petri, con agar nutritivo (NA), previamente
esterilizado (Oxoid™, Thermo Fisher Scientific, Reino Unido).

Las placas fueron incubadas a 30 + 1 °C durante 48 h, en una estufa
bacteriolégica (Memmert UNE 500). Las colonias con morfologia
compatible con Bacillus spp. (colonias opacas, secas o rugosas, de
crecimiento rdpido) fueron seleccionadas y purificadas por siembra
en estrias sucesivas sobre medio NA (Lépez & Alippi, 2007).

Caracterizacién morfolégica y tincién de Gram. Las colonias
purificadas fueron evaluadas por su morfologia colonial (forma,
borde, elevacién, color, consistencia). Se realizé tincién de Gram,
segin el método estdndar, observando la morfologfa celular con un
microscopio ptico binocular Leica DM500 a 100x con inmersién
en aceite (Madigan et al. 2021).

Pruebas fisiolégicas y bioquimicas preliminares. Las cepas
presuntamente identificadas como Bacillus spp. fueron sometidas a
una baterfa de pruebas fisiolégicas y bioquimicas, con el objetivo de
confirmar su género, utilizando reactivos de alta pureza de la marca
Merck® (Darmstadt, Alemania). La prueba de catalasa se realizé
colocando una alicuota de 3 % de peréxido de hidrégeno (H,O,)
sobre una colonia fresca, observando inmediatamente la liberacién
de burbujas de oxigeno, como indicativo de una reaccién positiva,
caracteristica tipica de Bacillus spp.

La prueba de produccién de esporas se llevé a cabo mediante la
tincién diferencial de Schaeffer-Fulton, en la que se utilizaron
verde malaquita (colorante primario) y safranina (contratincidn),
permitiendo observar esporas como estructuras verdes oscuro
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dentro de células rosadas bajo un microscopio Leica DM500
a 100x, confirmando la capacidad de esporulacién de la cepa.
La prueba de movilidad bacteriana fue determinada mediante
inoculacién en medio SIM (Sulfuro-Indol-Movilidad), observando
el patron de difusidn del crecimiento bacteriano desde la linea
de puncién vertical, tras 24 h de incubacién, a 30 + 1 °C; un
crecimiento difuso indicaba movilidad positiva, comtn en Bacillus
subtilis y otras especies. Adicionalmente, se realizé la prueba de
hidrélisis de almidén, sembrando las cepas en medio agar nutritivo
suplementado con almidén soluble al 1 %. Tras 48 h de incubacidn,
las placas fueron reveladas con una solucién de yodo lugol (I/KI),
observdndose halos de aclaramiento alrededor de las colonias,
como evidencia de la actividad amilolitica, propiedad frecuente
en Bacillus amyloliquefaciens y especies relacionadas. Estas pruebas
permitieron una caracterizacién preliminar funcional de las cepas y
su diferenciacién de otros géneros morfoldgicamente similares no
esporulados ni amiloliticos.

Identificacién molecular de cepas mediante amplificacién
del Gen 16S rRNA. La identificacién molecular de las cepas
pertenecientes al género Bacillus spp. se llevé a cabo mediante la
amplificacién parcial del gen 16S rRNA. Para ello, se extrajo ADN
gendémico a partir de cultivos bacterianos en fase logaritmica,
utilizando el kit comercial ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep
Kit (Zymo Research, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La calidad y concentracién del ADN extraido se evalué
mediante espectrofotometria, con un NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific™), considerando aceptables aquellas muestras con una
relacién A260/A280 entre 1,8 y 2,0.

Laamplificacién del gen 16S rRNA se realizé mediante la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), empleando los primers
universales27F (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3")y1492R
(5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3"), que

aproximadamente 1500 pb del fragmento génico. Las reacciones

amplifican

de PCR se prepararon en un volumen final de 25 pL, utilizando
DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific™), 1
pL de cada cebador (10 pM), 1 pL de ADN (~50 ng) y 9,5 pL de
agua ultrapura libre de nucleasas (Invitrogen™). Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-
Rad), con las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a
95 °C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacién
a 95 °C por 30 segundos, alineamiento a 55 °C por 30 segundos,
extension a 72 °C por 90 segundos y una extensién final a 72 °C
por 5 minutos (Weisburg ez al. 1991).

Los productos amplificados fueron verificados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % (UltraPure™, Invitrogen™),
preparado en tampén TAE 1x y tenido con GelRed™ (Biotium,
EE. UU.). Se cargaron 5 pL del producto de PCR con 1 pL de
buffer de carga y se utilizé un marcador de peso molecular de 1 kb
(Thermo Scientific™). Las corridas se realizaron a 100 V durante 45
minutos, en una cuba de electroforesis Cleaver Scientific Ltd. y los
resultados fueron visualizados bajo luz ultravioleta, en un sistema

de documentacién DigiDoc-I¢".

Las bandas correspondientes (~1500 pb) fueron purificadas con el
GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific™) y enviadas
a secuenciacién Sanger bidireccional en la empresa Macrogen
Inc. (Corea del Sur). Las secuencias obtenidas fueron editadas y
ensambladas utilizando el software BioEdit v7.2, y posteriormente
comparadas con la base de datos del NCBI GenBank, mediante
el algoritmo BLASTn. Se consideraron identificaciones confiables
aquellas con valores de identidad iguales o superiores al 98 %. Esta
estrategia permiti6 validar la asignacién taxondémica preliminar de
las cepas y confirmar su pertenencia al género Bacillus (Cappuccino
& Welsh, 2020).

Cuantificacién de 4cido indolacético (AIA) por método
colorimétrico. La capacidad de las cepas de Bacillus spp. para
producir 4cido indolacético (AIA) fue evaluada mediante el
método colorimétrico con reactivo de Salkowski, para estimar la
concentracién de AIA sintetizado, a partir de la descarboxilacién
del L-triptéfano exdégeno, precursor natural de esta hormona en
bacterias del suelo. Cada cepa fue inoculada en tubos Falcon® de 50
mL conteniendo 20 mL de caldo Luria-Bertani (LB), suplementado
con 0,5 mg:mL™! de L-triptéfano (Sigma-Aldrich). Los cultivos se
realizaron a 30 + 1 °C durante 72 h, bajo agitacién constante a 150
rpm, en una incubadora orbital (ZWY-240, LABWIT, Shanghai,
China). Al finalizar el periodo de incubacién, los cultivos fueron
centrifugados a 11.200 x g durante 10 minutos a 4 °C, en una
centrifuga refrigerada (Eppendorf 5810R, Eppendorf, Hamburg,
Germany) y el sobrenadante fue colectado para la reaccién posterior.

Para la reaccién colorimétrica, se mezclaron 1 mL del sobrenadante
con 2 mL. del reactivo de Salkowski, preparado con 1,5 mL de 4cido
perclérico (70 %) y 2,5 mM de FeCl; anhidro (Merck®, Alemania).
Las muestras fueron incubadas en oscuridad durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La intensidad del color rosado desarrollado
fue medida a 530 nm en un espectrofotémetro UV-Vis (Thermo
Scientific™, Waltham, MA, USA), utilizando una cubeta de cuarzo
de 1 cm de paso éptico.

Las concentraciones de AIA fueron determinadas mediante una
curva estdndar construida con soluciones de AIA puro (Sigma-
Aldrich), en un rango de 0 a2 100 pg-mL™!. Cada ensayo fue realizado
por triplicado y los resultados se expresaron como pg:mL™! de AIA
equivalente, producido por la cepa en las condiciones evaluadas.
Esta técnica permitié cuantificar la actividad biosintética de auxinas
de origen bacteriano, lo cual, es un pardmetro clave para la seleccién
de microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPR)
(Gordon & Weber, 1951; Patten & Glick, 2002).

Evaluacién de la cinética de crecimiento bacteriano. La cinética
de crecimiento de las cepas se evalué en medio de cultivo liquido
bajo condiciones controladas, durante un periodo de 120 horas.
Se utiliz6 caldo nutritivo (Nutrient Broth, Oxoid™, Thermo
Fisher Scientific), como medio de crecimiento, preparado segiin
las especificaciones del fabricante y esterilizado a 121 °C por 15
minutos. Cada cepa fue previamente activada en placas de agar
nutritivo durante 24 horas a 30 °C y posteriormente inoculada en
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tubos con 5 mL de caldo nutritivo, para obtener un preinéculo.
Después de 18 horas de incubacién en agitacién (150 rpm) a 30
+ 1 °C, en una incubadora orbital (ZWY-240, LABWIT, China),
se ajustd la densidad dptica a DOgoonm = 0,1, utilizando un
espectrofotémetro UV-Vis (Thermo Scientific™, Waltham, MA,
USA). Esta suspensién se empleé como indculo para matraces
Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de caldo nutritivo
estéril. El crecimiento bacteriano fue monitoreado a intervalos de
24,48, 72,96y 120 horas. En cada punto de muestreo se tomaron
1 mL de cultivo, se realizaron diluciones seriadas decimales en
solucién salina estéril (NaCl 0,85%) y se sembraron 100 pL de
cada dilucién por duplicado en placas de Petri con agar nutritivo,
mediante la técnica de extension superficial. Las placas fueron
incubadas a 30 °C durante 24 h y se procedi6 al conteo de unidades
formadoras de colonias (UFC), para determinar la concentracién
bacteriana en cada punto de tiempo. Los resultados fueron
expresados como Log; o de UFC.mL™! y se calcularon los promedios
y errores estdndar a partir de diez repeticiones independientes
por cepa. Los datos obtenidos permitieron trazar las curvas de
crecimiento, representando las fases lag, logaritmica, estacionaria y
de declive celular (Madigan et al. 2021).

Evaluacién de pardmetros morfofisiolégicos en P wvulgaris.
La evaluacién de los efectos de la inoculacién bacteriana sobre el
crecimiento inicial de P vulgaris se realiz6 a los 20 dias después
de la siembra (dds), en condiciones de invernadero. Las semillas
de frejol fueron desinfectadas superficialmente con hipoclorito de
sodio al 1 % durante 2 minutos y enjuagadas tres veces con agua
destilada estéril. Posteriormente, se sembraron en macetas pldsticas
de 1 kg de capacidad, 900 g de suelo esterilizado (autoclavado a 121
°C por 60 minutos durante dos dias consecutivos). Se establecieron
tratamientos con siete cepas bacterianas diferentes y un tratamiento
testigo sin inoculacidn.

Cada cepa fue cultivada en caldo nutritivo a 30 + 1 °C durante 24 h
en agitacién a 150 rpm. El indculo se ajust6 a una concentracion de
108 UFC.mL™ (DOgponm = 0,1) utilizando un espectrofotémetro
y se aplicé un volumen de 5 mL por planta al momento de la
siembra. A los 20 dds, se seleccionaron ocho plantas por tratamiento
para realizar la medicién de variables morfofisioldgicas. La altura de
planta (cm) se midié desde la base del tallo hasta el 4pice del brote
principal, usando una regla metdlica calibrada. El didmetro del
tallo (cm) fue determinado a 1 cm de la base, utilizando un vernier
digital (Mitutoyo 500-196-30 Japén). Posteriormente, las plantas
fueron cosechadas, separando parte aérea y sistema radicular.
Ambas fracciones se secaron en estufa a 65 °C por 48 h, en bandejas
de aluminio y luego se pesaron en una balanza analitica (0,1 mg),
para determinar el peso seco del follaje (g) y el peso seco de la raiz
(g) (Arslan & Bulut, 2023).

Los datos obtenidos se analizaron mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) con un disefio completamente al azar. Cuando se
detectaron diferencias significativas (p < 0,05), se aplicé la prueba
de comparacién de medias de Tukey utilizando el software
Statgraphics.

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacién bioquimica

En la prueba de ureasa (URE), seis de las siete cepas mostraron una
reaccidén positiva, lo que indica la capacidad de hidrolizar la urea
a amonfaco y di6xido de carbono, mediante la accién de la enzima
ureasa; la Unica cepa ureasa negativa fue KVAI032. En cuanto a la
tincién de Gram (TGM), todas las cepas resultaron Gram positivas,
lo que coincide con la morfologfa tipica de Bacillus, que presenta
una pared celular gruesa rica en peptidoglicano (Logan & De Vos,
2015). La actividad catalasa (CAT), evaluada mediante la liberacién de
burbujas en presencia de peréxido de hidrégeno, fue positiva en cinco
cepas, mientras que ACM044 y AVCMO083 no mostraron reaccién de
la catalasa (Tabla 1).

Todas las cepas mostraron resultados positivos en la produccién de
endosporas (PESP), caracteristica fundamental del género Bacillus,
confirmada mediante observacién microscopica con la tincién de
verde de malaquita. De igual manera, se observé movilidad (MVD)
en todas las cepas analizadas, evidenciada por el crecimiento difuso en
medio SIM, lo que indica la presencia de flagelos peritricos funcionales
(Cappuccino & Welsh, 2020). Finalmente, en la prueba de hidrdlisis
de almidén (HALM), seis cepas demostraron la capacidad de producir
amilasas extracelulares, generando halos de aclaramiento alrededor de
las colonias tras la aplicacién de lugol. La tnica cepa que no presentd

hidrdlisis del almidén fue ACMO044 (Sporosarcina pasteurii) (Tabla 1).

Identificacién molecular. Las secuencias obtenidas fueron
comparadas mediante el algoritmo BLASTn contra la base de datos del
NCBI GenBank, alcanzando valores de cobertura de consulta del 100
%, en todas las cepas analizadas. Los resultados permitieron asignar
taxondémicamente las cepas con niveles de identidad superiores al 99
%, confirmando su pertenencia a especies del género Bacillus y una del
género Sporosarcina.

Las cepas AVCM54 y ACKV34 mostraron un 100 % de identidad
con Bacillus pumilus (nimeros de acceso EU784137.1 y EU780733.1,
respectivamente), mientras que las cepas KVAI032, AVCMO83 y
LEMSI16 fueron identificadas como Bacillus subtilis, con valores de
identidad del 100, 99,8 y 100 %, respectivamente, y coincidencias
con las cepas M10 (0Q568305.1), MSARS (MZ461958.1) y
IIPRSHREP-6 (ON872223.1). Por otro lado, la cepa KVAM22 fue
identificada como Bacillus megaterium con una identidad del 100 %
frente a la cepa PHB 06 (MZ542333.1) (Altschul ez a/. 1990; Benson
et al. 2013). Finalmente, la cepa ACM044 fue identificada como
Sporosarcina pasteurii, con una coincidencia completa (100 %) con la
cepa NCCB 48021 (NR_104923.1), reconocida por su alta actividad

ureasa y potencial biotecnolégico (Tabla 2).

Andlisis de filogenia con base en el gen ARNr 16S. El andlisis
filogenético basado en las secuencias parciales del gen 16S rRNA
permitié evaluar la relacién evolutiva entre las cepas aisladas desde la
rizostera de Phaseolus vulgaris y cepas de referencia, obtenidas de la base

de datos GenBank.
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Tabla 1. Caracterizacién fisiolégica y bioquimica de cepas bacterianas aisladas desde la rizosfera de Phaseolus vulgaris L.

CEPA URE TGM CAT PESP MVD HALM
AVCM54 + + + + + +
KVAI032 - + + + + +
ACKV34 + + + + + +

AVCMO083 - + + + + +
LEMS16 - + + + + +
ACMO044 + + - + ¥ -
KVAM22 - + + + + +

Actividad de ureasa (URE); reaccién a la tincién de Gram (TGM), actividad catalasa (CAT), produccién de endosporas (PESP), movilidad bacteriana (MVD); capacidad de hidrdlisis de
almidén (HALM). El simbolo “+” indica resultado positivo y “~” indica resultado negativo en la respectiva prueba.

Tabla 2. Identificacién molecular de cepas bacterianas aisladas desde la rizosfera de Phaseolus vulgaris mediante andlisis del gen 16S rRNA.

AISLADO Identidad (Base de datos NCBI / GenBank)

Cadigo Nomenclatura Cepa Sg:::lts:?(;: ;: Identidad (%) Numero de acceso
AVCM54 Bacillus pumilus UFPEDA 831 100 100 EU 784137.1
KVAI032 Bacillus subtilis M10 100 100 0Q 568305.1
ACKV34 Bacillus pumilus MD008 100 100 EU 780733.1
AVCMO083 Bacillus subtilis MSARS 100 99.8 MZ 461958.1
LEMSI16 Bacillus subtilis IIPRSHEP-6 100 100 ON 872223.1
ACMO044 Sporosarcina pasteurii NCCB 48021 100 100 NR 104923.1
KVAM22 Bacillus megaterium PHB 06 100 100 MZ 542333.1

Se presenta la nomenclatura asignada, la especie identificada, el codigo de la cepa de referencia con la que se obtuvo mayor coincidencia, el porcentaje de cobertura de consulta

y de identidad en comparacién con la base de datos NCBI/GenBank, asi como el niimero de acceso correspondiente.

Los resultados mostraron una clara separacién de las cepas en clados
consistentes con su identidad taxonémica. Las cepas AVCMO083
y LEMSI6 se agruparon con cepas de referencia de Bacillus subtilis,
con un valor de soporte bootstrap del 100 %, lo cual, respalda su
identificacién molecular. Asimismo, las cepas AVCM54 y ACKV34
se agruparon estrechamente con Bacillus pumilus, compartiendo
un soporte del 90 y 70 %, respectivamente, mientras que KVAI032
mostré relacion con Bacillus cereus, aunque con un valor de bootstrap
relativamente bajo (40 %) (Figura 1).

Por otra parte, las cepas KVAM22 y ACM044 se ubicaron en un
clado separado junto con cepas de Bacillus megaterium y Sporosarcina
pasteurii, respectivamente. La cepa ACM044 se agrupd firmemente
(100 % bootstrap) con S. pasteurii, corroborando su identificacién por
BLAST. Cabe destacar que la inclusién de multiples cepas de referencia
por especie permitié evidenciar la robustez filogenética del andlisis,
mostrando altos niveles de similitud genética entre los aislados y sus
contrapartes taxonémicas (Figura 1).

Produccién de AJA. Se presentaron diferencias significativas en la
produccién de AIA entre las cepas evaluadas, donde las cepas AVCM 54
y ACM044 registraron las mayores concentraciones. Estos resultados
evidencian que ciertas cepas, en particular AVCM54 (B. pumilus) y
ACMO044 (S. pasteurii), poseen potencial bioestimulante, por su
capacidad de sintesis de auxinas, lo cual, podria favorecer la elongacién
celular, el desarrollo radicular y la promocién general del crecimiento
vegetal (Figura 2).

Crecimiento celular. En la figura 3a, correspondiente a las cepas
ACMO044 (S. pasteurii) y KVAM22 (B. megaterium), se observé un
patrén de crecimiento tipico con incremento progresivo desde las 24
hasta las 72 horas; posteriormente, ambas cepas presentaron una leve
disminucién a las 96 y 120 horas, lo que indica una transicién hacia la
fase estacionaria o inicio de declive celular.

En la figura 3b, se evidencia una cinética de crecimiento continua
y sostenida de las cepas AVCM54 (B. pumilus) y ACKV34 (B.
pumilus). Los valores mdximos obtenidos para ambas cepas reflejan
un comportamiento de alto rendimiento en condiciones de cultivo,
posiblemente, asociado a una mayor tasa de replicacién o adaptacién

al medio.

En la figura 3c se observa cédmo las cepas KVAI032, AVCMO083
y LEMSI16 de B. subtilis presentaron un crecimiento activo hasta
las 72 horas; sin embargo, a partir de las 96 horas se observé una
estabilizacién o leve descenso en la concentracion celular, en especial,
para la cepa LEMS16, lo que sugiere una entrada mds temprana en la
fase estacionaria (Madigan et al. 2021).

En general, todas las cepas mostraron una fase logaritmica activa entre
las 24 y 72 horas de cultivo, con diferencias en el tiempo de permanencia
en fase exponencial y en el nimero mdximo de células alcanzado, lo
cual, puede estar relacionado con su capacidad metabdlica, tasa de
divisién y produccién de metabolitos secundarios (Figura 3).
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Efecto de las cepas bacterianas en el crecimiento de Phaseolus
vulgaris. Los resultados mostraron diferencias entre tratamientos
bacterianos y el testigo no inoculado, lo cual, evidencia el potencial
bioestimulante de ciertas cepas. En cuanto a la altura de planta, los
mayores valores se registraron en los tratamientos con las cepas
AVCMO83 y KVAI032, seguidas por AVCM54 y KVAM22. Estas

alturas superaron al testigo, lo que indica un efecto positivo de las cepas

sobre la elongacién del tallo en la fase vegetativa temprana (Figura 4a).
Respecto al didmetro del tallo, el mayor valor se observé en la cepa
AVCMO83, seguida de KVAI032 y KVAM22, superando también
al testigo. Un mayor didmetro del tallo puede estar relacionado con
un fortalecimiento estructural inducido por la actividad hormonal
bacteriana (Spaepen et al. 2007), particularmente, por la produccién
de auxinas, como el AIA (Fiusa Aratjo ez a/l. 2020) (Figura 4b).

100 AVCMO083
100 LEMSI16
50 Bacillus subtilis
100 Bacillus pumilus(2)
Bucitlus pumilus
90 AVCM>54
. — e
40 Bacillus cereus(2)
100 { Bacillus cereus
KVAI032
80 Bacillus megaterium

R I
50 Bacillus megaterium(2)

ACMO044

ool Sporosarcina pasteurii

Preudomonas fluorescens

Figura 1. Arbol filogenético basado en la secuencia parcial del gen 16S rRNA de cepas bacterianas aisladas desde la rizosfera de Phaseolus vulgaris.
El 4rbol construido mediante el método de Médxima Verosimilitud (Maximum Likelihood) con 1.000 repeticiones de Bootstrap. Se muestran los valores de bootstrap en

cada nodo.
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Figura 2. Produccién de 4cido indolacético (AIA). Los resultados se expresan en pg-mL™.
Las barras representan el promedio + error estdndar de tres repeticiones independientes. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos segtin

la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Figura 3. Cinética de crecimiento de cepas bacterianas aisladas de la rizosfera de Phaseolus vulgaris, evaluada durante 120 horas de
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(Logyo). a) cepas ACMO044 (Sporosarcina pasteuriik) y KVAM22 (Bacillus megaterium); b) cepas AVCM54 y ACKV34 (Bacillus pumilus);
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Los puntos representan el promedio de tres repeticiones independientes + error estdndar.
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Figura 4. Efecto de la inoculacién con cepas bacterianas sobre pardmetros morfofisiolégicos de Phaseolus vulgaris a los 20 dias después de

la siembra. a) altura de planta; b) didmetro del tallo; ¢) peso seco del follaje; d) peso seco de la raiz.
Las barras representan la media + error estdndar de tres repeticiones independientes. Las letras sobre las columnas indican diferencias significativas entre tratamientos segtin

la prueba de Tukey (p < 0,05).

Estos resultados concuerdan con estudios previos que relacionan
la produccién de auxinas bacterianas con un fortalecimiento
estructural inducido de la planta; por ejemplo, en el pepino se
observé un incremento del 30-36 % del didmetro del tallo, gracias
a la inoculacién con cepas promotoras, como Sinorhizobium
meliloti y Acinetobacter radioresistens (Zapata-Sifuentes ez al. 2022).
Asimismo, en rosas, el tratamiento con Bacillus spp. produjo un
aumento de hasta 41 % en didmetro del tallo floral (Fiusa Aratjo
et al. 2020).

Con relacién al peso seco del follaje, las plantas inoculadas con la
cepa KVAI032 destacaron con el valor més alto, seguidas por las
cepas AVCM54, AVCMO083 y ACM044, en comparacién con el
testigo, que alcanzdé un peso de 0,72 g. Estos resultados sugieren
un aumento en la biomasa aérea inducida por ciertas cepas,
probablemente, asociado a una mayor eficiencia fotosintética o
disponibilidad de nutrientes promovida por las bacterias (Vessey,
2003; Hungria ef /. 2010) (Figura 4c).

En cuanto al peso seco de la raiz, los valores mds altos se observaron

en los tratamientos con las cepas KVAI032, AVCMO083 y ACKV34,

mientras que el testigo y otras cepas presentaron valores inferiores.
Esto indica que algunas cepas podrian haber estimulado el desarrollo
del sistema radicular, lo que resulta beneficioso para la absorcién de
agua y nutrientes (Figura 4d).

Con relacién al frijol, diversas investigaciones demostraron que el
uso de cepas del género Bacillus puede mejorar significativamente
la germinacién, el crecimiento inicial de pldntulas y la tolerancia
a estrés bidtico y abidtico. Estos microorganismos actGan como
promotores de crecimiento vegetal (PGPR), influyendo en la
disponibilidad de nutrientes, la produccién de fitohormonas
y la induccién de resistencia sistémica; por ejemplo, Arslan &
Bulut (2023) observaron que la aplicacién de Bacillus spp. en
semillas de frijol incrementd la tasa de germinacién y favorecié
un desarrollo mds vigoroso de las pldntulas, lo que respalda el
potencial biotecnoldgico de este género bacteriano en el cultivo
de leguminosas. La inoculacién de plantas con cepas del género
Bacillus desencadena una serie de interacciones bioquimicas y
fisiolégicas complejas, que resultan en la promocién directa e
indirecta del crecimiento vegetal.
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La inoculacién de frijol con cepas del género Bacillus es estudiada,
debido a su capacidad para promover el crecimiento vegetal, mediante
mecanismos directos e indirectos. Diversos trabajos demuestran que
estas bacterias producen fitohormonas, como 4cido indolacético (AIA),
giberelinas y citoquininas, que estimulan la elongacién celular, el
desarrollo radicular y el engrosamiento del tallo (Santoyo ez al. 2017).
Ademés, las algunas especies de Bacillus incrementan la disponibilidad
de nutrientes esenciales, como nitrégeno, fésforo y hierro, a través de la
fijacién bioldgica, solubilizacién de fosfatos y produccién de siderdforos,
lo que se traduce en una mejora del rendimiento y la biomasa en frijol

(Gouda ez 4. 2018).

De manera complementaria, la inoculacién con Bacillus confiere ventajas
en la tolerancia a estrés bidtico y abidtico; por ejemplo, Kumar ez al.
(2012), indican que cepas de B. subrilis y B. amyloliquefaciens activan
las respuestas sistémicas de defensa (ISR), aumentando la resistencia
frente a patdgenos comunes en el cultivo de frijol, como Rhizoctonia
solani 'y Fusarium spp. Este efecto protector se asocia a la produccién
de metabolitos antimicrobianos, lipopeptidicos y enzimas hidroliticas,
que limitan el crecimiento de fitopatégenos y favorecen un microbioma
rizosférico saludable.

La formacién de endosporas es una estrategia evolutiva clave en
bacterias del género Bacillus, activada por sefiales ambientales de escasez
nutricional o deshidratacién (Lamba ez a/. 2022). El proceso es regulado
por un complejo sistema de cascadas genéticas que involucran factores de
transcripcion tipo sigma (07E 0”E, "G y 0/K) y genes estructurales,
como spo0A, los cuales, coordinan la divisién asimétrica, la sintesis de
cortex y la deshidratacién de la espora (Yang ez al. 2021; Islam ez al. 2022).
Esta capacidad permite que las bacterias sobrevivan en forma latente por
largos periodos, manteniendo su viabilidad en ambientes ed4ficamente
adversos y asegurando su reactivacién, cuando las condiciones vuelven a
ser favorables (Hsieh et 2l 2023).

El éito del género Bacillus como PGPR en frijol se sustenta en su
capacidad para formar endosporas resistentes, lo que asegura su
persistencia en condiciones ambientales adversas y garantiza un efecto
prolongado en el cultivo (Maheshwari ¢ /. 2015). En este sentido,
su aplicacién en sistemas agricolas sostenibles representa una estrategia
biotecnolégica prometedora para reducir la dependencia de fertilizantes y
plaguicidas quimicos, incrementando, al mismo tiempo, la productividad
y la resiliencia del frijol en diversos entornos agroecol4gicos.

Este efecto multicausal se debe a la expresion de rutas metabdlicas
altamente especializadas, que permiten a estas bacterias modular el
entorno rizosférico, alterar la fisiologfa vegetal y establecer asociaciones
funcionales duraderas. El éxito de Bacillus, como microorganismo
promotor del crecimiento vegetal (PGPR), se sustenta en la combinacién
de muldples mecanismos sinérgicos, altamente conservados, a nivel
gendmico, pero con expresién diferencial segtin la especie, la cepa y el
contexto ambiental (Lastochkina et 2/ 2021).

Entre los mecanismos directos destaca la produccién de fitohormonas
bacterianas, especialmente, 4cido indolacético (AIA), giberelinas y
citoquininas. Estas moléculas actian como sefiales interdominio

capaces de integrarse a las rutas de sefializacién enddgenas de la planta,
promoviendo la expansién celular, la divisién en meristemos y la
elongacion de las raices (Spaepen & Vanderleyden, 2011). El AIA, por
ejemplo, induce la expresién de genes relacionados con el transporte
de auxinas (PIN, AUX) y estimula la formacién de rafces laterales,
aumentando la superficie de absorcién de agua y nutrientes. Ademds,
ciertas cepas de Bacillus también producen 4cido abscisico y compuestos
que interfleren con el balance hormonal de estrés, mejorando la
plasticidad fenotipica de la planta frente a condiciones adversas (Khan
et al. 2020).

Otro mecanismo directo de relevancia es la solubilizacién de nutrientes
esenciales, como fésforo, potasio y zinc, mediante la secrecién de 4cidos
orgdnicos (citrico, glucdnico, lictico) y enzimas fosfatasas; las bacterias
Bacillus transforman formas insolubles de fosfato en especies disponibles
para la planta, como H,PO,” y HPO,*™ (Mazylyté et al. 2022; Pan &
Cai, 2023). Esta capacidad estd mediada por genes como ged (glucosa
deshidrogenasa) y ppx (polifosfato exohidrolasa), cuya expresién estd
inducida por sefiales de deficiencia de f6sforo y pH (Suleman ez /. 2018;
Pan & Cai 2023). Este proceso no solo mejora la nutricién mineral
vegetal, sino que, también, puede modificar el pH microambiental del
rizoplano, favoreciendo la disponibilidad de otros micronutrientes.

La recurrente presencia de bacterias del género Bacillus en la rizosfera se
explica desde una perspectiva ecoldgica y funcional, como el resultado
de una coevolucién entre microorganismos edéficos y plantas superiores
(Magotra et al. 2024). La rizosfera, definida como el microambiente
inmediato a la rafz, constituye un nicho dindmico, caracterizado por
la alta disponibilidad de compuestos orgdnicos liberados a través de
exudados, mucilagos y células descamadas (Maitra ez al. 2024). Este
entorno favorece el establecimiento de bacterias con capacidades
metabdlicas diversificadas, motilidad activa y tolerancia a fluctuaciones
ambientales, atributos que caracterizan estructuralmente a los miembros
del género Bacillus (Guerrero M., 2023).

La dominancia de Bacillus spp. en la rizosfera estd sustentada por su
capacidad de formar endosporas, una estrategia de resistencia que les
confiere ventaja competitiva bajo condiciones de estrés eddfico, como
desecacion, salinidad, temperaturas extremas o competencia microbiana
(Petrovié et al. 2023; Xia et al. 2024). Este ciclo de alternancia entre
estados vegetativos y esporulados permite a Bacillus no solo colonizar
eficientemente los nichos radiculares durante las fases activas de la planta,
sino, también, persistir en el suelo durante los periodos de latencia
vegetal, asegurando su reactivacion tras la germinacion de nuevas raices
(Mawarda e al. 2022). Esta plasticidad fenotipica les otorga un papel
estratégico como colonizadores pioneros de la rizosfera (Lin ez 2. 2021).

Adicionalmente, Bacillus spp. sintetiza sider6foros de alta afinidad, como
bacillibactina, que secuestran hierro férrico (Fe?*) del suelo y lo hacen
biodisponible, tanto para la bacteria como para la planta, especialmente,
en condiciones de deficiencia férrica. Esta accién no solo contribuye a la
nutricién vegetal, sino que también inhibe el crecimiento de patdgenos
al privarlos de hierro, actuando como mecanismo de competencia

interespecifica (Miethke & Marahiel, 2007).
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A pesar del potencial demostrado de los microorganismos promotores
del crecimiento vegetal (PGPR) para mejorar la productividad agricola
de forma sostenible, su implementacidn, a gran escala, en paises en
vias de desarrollo, enfrenta multiples limitaciones, que trascienden lo
estrictamente cientifico. Estas barreras, en su mayorfa estructurales y
sistémicas, comprometen la adopcién efectiva de tecnologfas basadas
en inoculantes microbianos, como Bacillus spp., en sistemas agricolas
tradicionales o de bajos insumos (Bashan ez 2/ 2014).

Una de las principales restricciones es la falta de infraestructura
técnica y biotecnoldgica necesaria para el aislamiento, caracterizacion,
produccién, formulacién y conservacién de cepas microbianas eficientes.
La produccién de bioinoculantes requiere condiciones controladas de
fermentacion, estandarizacién de procesos y cumplimiento de normas
de calidad microbioldgica y genética, aspectos que, a menudo, se
encuentran ausentes o son escasamente desarrollados en instituciones
publicas o privadas, de paises de renta baja. Esta debilidad en la capacidad
tecnolégica restringe el desarrollo local de bioinsumos adaptados a
condiciones agroecoldgicas especificas y favorece la dependencia de
productos importados, generalmente, formulados para suelos y cultivos
diferentes (Herrmann ez 2/, 2013).

Por otra parte, Wang ¢t al. (2025) mencionan que el uso de PGPM
permite la utilizacién de urea como fuente de nitrdgeno asimilable,
a través de su hidrdlisis en amonfaco y diéxido de carbono, lo que
también provoca un aumento localizado del pH. Desde el punto de vista
ecolgico, esta actividad confiere a las bacterias una ventaja competitiva
en suelos agricolas donde se aplican fertilizantes nitrogenados ureicos

(Gupta et al. 2023).

Como conclusién, en el presente trabajo, se lograron aislar e identificar
diversas cepas nativas rizosféricas, entre ellas, Bacillus pumilus (AVCM54)
y Sporosarcina pastenrii (ACMO044), ademds de otras pertenecientes
al género Bacillus, con potencial actividad promotora del crecimiento
vegetal.

Entre las cepas evaluadas, AVCM54 (Bacillus pumilus) y ACMO044
(Sporosarcina pastenrii) destacaron por su elevada capacidad de sintesis
de 4cido indolacético (AIA). Esta caracteristica hormonal se correlaciond
directamente con un mayor desarrollo de raices laterales y con la
plasticidad fenotipica de la planta frente a condiciones de cultivo.

Las cepas seleccionadas mostraron un crecimiento vigoroso en medios
de cultivo y una alta capacidad de esporulacién, lo cual, representa
una ventaja tecnoldgica para su escalamiento en la formulacién de
bioinoculantes. Ademds, evidenciaron tolerancia a condiciones de estrés
nutricional, lo que refuerza su adaptabilidad a entornos agroecoldgicos
de bajos insumos.

De acuerdo con los ensayos en invernadero, la inoculacién con las
cepas AVCM54 (B, pumilus) y ACMO044 (S. pasteurii) promovié
incrementos significativos en la altura de planta, didmetro del tallo y
biomasa seca aérea y radicular. Estos resultados evidencian su potencial
como microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPR)
y respaldan su seleccién para el desarrollo de bioinsumos destinados a
sistemnas agricolas tropicales.

Como recomendacién, futuras investigaciones se deberfan enfocar en
la validacién de estas cepas bajo condiciones edafoclimdticas diversas,
su escalamiento en formulaciones de biofertilizantes comerciales y la
evaluacién de su desempefio en interaccidn con otros microorganismos
promotores del crecimiento vegetal (PGPR), considerando enfoques
consorciados que potencien los efectos bioestimulantes
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