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Abstract

The identification of atmospheric nitrogen-fixing and phosphate-solubilizing bacteria emerges as a sustainable fertilization alternative to the use of
agrochemicals that pollute the environment. The objective of this research was to molecularly analyze the diversity of nitrogen-fixing and phosphate-
solubilizing bacteria in Neltuma pallida. Rhizospheric soil samples were collected from juvenile Neltuma pallida trees located in the practice field of
the Forestry and Environmental Engineering program at the National University of Tumbes, in the locality of Garbanzal. Bacteria were isolated from
the soil, morphologically characterized, and evaluated in nitrogen fixation assays by inoculating 5 plL of bacterial suspensions (1x10® CFU/mL) in
triplicate using ASHBY culture medium. Subsequently, isolates with the highest nitrogen fixation were selected for phosphate solubilization assays,
which were inoculated into NBRIP medium supplemented with bromophenol blue (25 ppm), using the same bacterial concentration. Data analysis
was performed using R Studio software. Finally, identification of the isolates was carried out by sequencing the 16S rRNA gene, and evolutionary
relationships were established through a phylogenetic tree. In total, 50 bacterial strains were isolated, of which 41 had the ability to fix atmospheric
nitrogen. Among these, 10 stood out for their high fixation efficiency and, of these, five also showed the ability to solubilize phosphate. However, only
two strains exhibited high efficiency in both functions. Phylogenetic relationships grouped the species into three clades (Firmicutes, Proteobacteria,
and Bacteroidetes). The species identified with dual capacity (nitrogen fixation and phosphate solubilization) were Bacillus megaterium, Erwinia spp.,
Bacillus flexus, Bacillus amyloliquefaciens, and Pantoea spp., whereas those that only fixed nitrogen included Bacillus endophyticus, Olivibacter spp.,
Pantoea septica, and Lysinibacillus xylanilyticus.

Keywords: Rhizobacteria; PGPR; Rhizobacteria; PGPR; Nitrogen fixation; Phosphate solubilization.

Resumen

La identificacion de bacterias fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de fosfato atmosféricas emerge como una alternativa de fertilizacion sostenible
al uso de agroquimicos que contaminan el medio ambiente. El objetivo de esta investigacion fue analizar molecularmente la diversidad de bacterias
fijadoras de nitrégeno y solubilizadoras de fosfato en Neltuma pallida. Se recolectaron muestras de suelo rizosférico de arboles jovenes de Neltuma
pallida ubicados en el campo de préacticas del programa de Ingenierfa Forestal y Ambiental de la Universidad Nacional de Tumbes, en la localidad
de Garbanzal. Las bacterias se aislaron del suelo, se caracterizaron morfolégicamente y se evaluaron en ensayos de fijacion de nitrégeno inoculando
5 uL de suspensiones bacterianas (1x10% UFC/mL) por triplicado en medio de cultivo ASHBY. Posteriormente, se seleccionaron los aislados con mayor
fijacion de nitrégeno para ensayos de solubilizaciéon de fosfato, los cuales se inocularon en medio NBRIP suplementado con azul de bromofenol (25
ppm), utilizando la misma concentracion bacteriana. El analisis de datos se realizé con el software R Studio. Finalmente, se realizo la identificacion
de los aislados mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA y se establecieron las relaciones evolutivas a través de un arbol filogenético. En total, se
aislaron 50 cepas bacterianas, de las cuales 41 tenfan la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico. Entre estas, 10 destacaron por su alta eficiencia de
fijacion y, de estas, cinco también mostraron la capacidad de solubilizar fosfato. Sin embargo, solo dos cepas exhibieron alta eficiencia en ambas
funciones. Las relaciones filogenéticas agruparon las especies en tres clados (Firmicutes, Proteobacteria y Bacteroidetes). Las especies identificadas
con doble capacidad (fijacion de nitrogeno y solubilizacion de fosfato) fueron Bacillus megaterium, Erwinia spp., Bacillus flexus, Bacillus
amyloliquefaciens y Pantoea spp., mientras que aquellas que solo fijaban nitrégeno incluian Bacillus endophyticus, Olivibacter spp., Pantoea septica y
Lysinibacillus xylanilyticus.
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1. Introduccion

El empleo de fertilizantes nitrogenados y fosfatados
es una estrategia cominmente adoptada en la agri-
cultura con el objetivo de mejorar el rendimiento y
la productividad de los cultivos. Sin embargo, su
aplicacién desmedida puede ocasionar impactos
negativos en el entorno, favoreciendo la contami-
nacion de suelos, cuerpos de agua y ecosistemas
circundantes, lo cual representa una amenaza po-
tencial para la salud humana y animal (Abd-Alla et
al., 2023; Jwaideh et al., 2022; Ngoc & Trung, 2025).
En Pery, la contaminacion ambiental asociada al uso
de fertilizantes y plaguicidas ha sido abordada en
diversas investigaciones a lo largo de las Ultimas dé-
cadas (Gémez et al,, 2023). Sin embargo, esta pro-
blematica ha trascendido del ambito ecoldgico a la
salud publica, dado que estudios recientes han de-
tectado la presencia de compuestos quimicos en
concentraciones elevadas, lo que representa un
riesgo potencial para la seguridad alimentaria
(Galagarza et al., 2021).

Para mitigar los efectos de la contaminacion am-
biental causada por los agroguimicos, se plantea el
uso de microorganismos con capacidad biofertili-
zante como una estrategia biotecnoldgica sosteni-
ble, que no solo mejore la productividad agricola,
sino que también contribuya a la conservacion de la
salud del suelo vy la reducciéon del impacto de insu-
mos quimicos convencionales (Gongalves et al.,
2023; Kumar et al., 2021). En ese contexto, las rizo-
bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR) han despertado un creciente interés cienti-
fico, debido a su capacidad para estimular el desa-
rrollo de las plantas, mejorar el rendimiento agricola
y aumentar la tolerancia frente a factores bidticos y
abidticos mediante procesos de fijacion de nitro-
geno y otros (Choudhury, Tarafdar & Dutta, 2022;
Bhattacharyya & Jha, 2012; Gupta et al., 2015).
Estudios previos han demostrado que las bacterias
fijadoras de nitrébgeno atmosférico (N,) se localizan
tanto en los tejidos vegetales, como en tubérculos y
raices, como en la interfaz suelo-rizosfera, y tienen
la capacidad de proporcionar cantidades sustancia-
les de nitrdgeno mineral necesario para el desarro-
llo de las plantas (Tang et al., 2020; Timofeeva et al.,
2023). En Pery, a lo largo de las dos Ultimas décadas
se han identificado especies bacterianas con capa-
cidad promotora del crecimiento vegetal, particular-
mente asociadas a los suelos donde se desarrolla la
leguminosa Caesalpinia spinosa (Cordero et al.,
2017; Cordero et al., 2024). No obstante, son esca-
sos los estudios dirigidos a plantas forestales.

En este contexto, el analisis molecular de la diversi-
dad de bacterias fijadoras de nitrégeno vy
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solubilizadoras de fosfato en Prosopis pallida
(algarrobo),  actualmente  reclasificado  como
Neltuma pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Kunth
(Hughes et al,, 2022), una especie forestal del norte
de Peru constituye una linea de investigacién basica
que permita determinar la diversidad microbiana, su
distribucion y funcionalidad en las plantas que habi-
tan dentro de los ecosistemas aridos. El rol bioldgico
que estas bacterias desempefian en el proceso de
nutricién vegetal, al facilitar la disponibilidad de mi-
nerales limitantes como el nitrodgeno y fosforo en
suelos poco fértiles, aportaran informacion rele-
vante para comprender los mecanismos fisiolégicos
implicados en el crecimiento de las especies fores-
tales nativas, sentando las bases para establecer es-
trategias sostenibles de conservacion y manejo del
bosque seco en el norte peruano.

2. Metodologia

Disefio y localizacion del estudio

Se realizd una investigacion con disefio experi-
mental, corte transversal con nivel descriptivo y en-
foque mixto. El estudio se realizd en el campo de
practicas del programa de Ingenierfa Forestal y Me-
dio Ambiente de la Universidad Nacional de Tum-
bes, localizado en el centro poblado Garbanzal, dis-
trito de San Juan de la Virgen, Region de Tumbes
en las coordenadas 03° 36" 14,8" S / 80° 25’ 53,3"
O. Esta zona presenta un suelo de textura arenosa,
clima célido y arido, con temperatura oscilante en-
tre 22,8 °C y 31,2 °C, con humedad relativa media
anual de 79 % y precipitacion acumulada de 4641
mm, entre diciembre y abril (Servicio Nacional de
Meteorologia e Hidrologia del Pert, 2018).

Recoleccién de muestras

Se realizd una identificacion y seleccion de arboles
élite de Neltuma pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.)
Kunth. En torno a un arbol juvenil y en condiciones
asépticas se recolectaron 3 submuestras de suelo
rizosférico a una profundidad de 30 cm, se homo-
geneizaron para obtener una muestra compuesta
de aproximadamente 1 kg, la cual fue depositada
en una bolsa hermética Ziploc estéril, y conservada
en una caja de poliestireno refrigerada con gelpack
para su transporte al laboratorio de Microbiologia
de la empresa Inca Biotec S.A.C, donde se
realizaron los analisis correspondientes.

Aislamiento de bacterias

9 g de suelo rizosférico fueron depositados en un
tubo Falcon conteniendo 40 mL de agua destilada
estéril, la suspension se homogeneizd con un agi-
tador orbital Shaker (Biobase) a 200 rpm durante
30 minutos. Se transfirieron 100 uL a un tubo
Eppendorf, que contenfan 900 pL de agua destilada
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estéril, de esta mezcla se prepararon diluciones se-
riadas de 107" a 107® UFC/mL. 100 uL de las dilucio-
nes 1073, 10° y 107® se inocularon por triplicado en
placas Petri con medio agar tripticasa soja (TSA), in-
cubando las muestras a 28 °C por 24 horas. Las co-
lonias bacterianas fueron purificadas siguiendo el
método de estrias por agotamiento en el mismo
medio, y re-incubadas posteriormente a 28 °C
durante 48 horas.

Caracterizacién morfolégica

A partir de las cepas bacterianas purificadas, se
realizd la caracterizaciéon morfoldgica macroscéd-
pica (por observacion directa) y microscopia optica
(Nikon Eclipse E100), cuyos parametros se describen
en la Tabla 1.

Tabla 1

Caracterizacion morfolégica macroscopica y microscépica de
cepas bacterianas aisladas de suelo rizosférico de Neltuma pallida
(Humb. & Bonpl. ex Willd.) Kunth

Técnica Parémetro  Descripcién

(B) Bacilos (C) Cocos (CB)
Microscopfa  Forma Cocobacilos (DC) Diplococos
Optica (SC) Estreptococos

Gram (+) Positivo (-) Negativo

Forma (IR) Irregular (CI) Circular
(ON) Ondulado (EN) Entero (EC)
Hoiels Encrespado (RI) Rizado
Elevacién (PL) Plana (EL) Elevada (CO)
Convexa (UM) Umbonado
" (ME) Mediano (PU) Puntiforme
Tamafio

(GR) Grande (PE) Pequefio

(LI) Lisa (RU) Rugosa

(CT) Crema Transltcido (CN)

Crema no Translucido (BT)

Blanca Translucido (BN) Blanca

Color no translucido (AT) Amarilla
Translicido (AN) Amarilla no
Translucido (RN) Rojiza no
translucido

Crecimiento  (+) Moderado (++) Abundante

Macroscopia  Textura
Optica

Ensayo de Fijacion de nitrdgeno

La determinacién de bacterias fijadoras de nitré-
geno se realizd siguiendo los protocolos de
Jiménez et al. (2011) y Ariza et al. (2020). Las colo-
nias aisladas y purificadas se cultivaron en placas
Petri con medio sélido ASHBY, el cual es especifico
para el crecimiento de bacterias fijadoras de nitré-
geno atmosférico. Aquellas colonias que crecieron
en este medio fueron inoculadas con 5ul en una
concentracion de 1108 UFC/ml en discos de papel
filtro estéril (5 mm de didmetro, Whatman grado
44) por triplicado, las muestras se incubaron a 28 °C
durante 24 horas. A las 24 y 48 horas se midi¢ el
radio de las colonias con un calibrador digital
(modelo Uyustools profesional), calculando el area
de crecimiento con la féormula A = T2 (Palmer &
Fletcher, 2003).
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Ensayo de Solubilizacién de fosfato

La solubilizacion de fosfato se evalud cualitativa-
mente, teniendo en cuenta el cambio de color de
azul a amarillo en el medio de cultivo, el cual es un
indicativo de la produccién de acidos (Tejera,
Heydrich & Rojas, 2013). Se utilizaron placas Petri
con medio especifico NBRIP sélido, suplementado
con 25 ppm de azul de bromofenol, sobre las cua-
les se inocularon suspensiones bacterianas (1x10®
UFC/ml) de las 10 cepas que mostraron alta eficien-
cia en la fijacion de nitrdgeno atmosférico. Las pla-
cas se incubaron a 26 °C durante 24 y 48 horas. En
ambos periodos de tiempos se midié el radio de los
halos de solubilizacion de fosfato con un vernier,
para luego calcular el area mediante la formula de
la corona circular.

Identificacidn molecular de bacterias aisladas

Se identificaron 10 cepas bacterianas que presenta-
ron alta capacidad en la fijacion de nitrégeno, 5 de
las cuales también mostraron eficiencia en la solubi-
lizacion de fosfatos.

Extraccién de ADN

Se realizé mediante el método de ebullicion en buf-
fer fosfato alcalino (PBS, por sus siglas en inglés). Las
colonias puras fueron cultivadas en medio LB y cen-
trifugadas a 10 000 rpm por 2 minutos, se descartd
el sobrenadante. La lisis celular en el pellet se llevd
a cabo agregando Tris-HCI-EDTA (1X), y una nueva
centrifugacion. El sedimento se resuspendid en
200 L de TE 1X (NaCl, KCl, NazHPO, y KH,POJ), y se
sometio a ebullicion por 10 minutos, seguido de un
enfriamiento en hielo por 5 minutos. Tras una ultima
centrifugacion, el pellet se resuspendié en agua ul-
tra pura, se adiciond ARNasa (0,Tmg/mL) y se
incubd a 37°C durante 1 hora.

PCR dirigida al gen 16S y electroforesis en geles de
agarosa

Para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
dirigida al gen 16S RNAr se utilizaron los primers
universales 27F (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTC-3") y
1492R  (5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3). La
mezcla de reaccion (25ul) incluyd: buffer Tag 1X,
Tag DNA polimerasa recombinante (0,04 U/uL),
MgCl, (2,5 mM), dNTPs (0,2 mM), primers (0,36 pmol
cada uno), 2 uL de ADN y agua ultrapura. La ampli-
ficacion del gen parcial ADN ribosdmico 16S por
PCR se realizd en un termociclador marca BLUE-
RAY Turbocycler con el siguiente programa: pre-
desnaturalizacion a 94°C por 5 min; 35 ciclos de
94°C por 30s, 58°C por 45s y 72°C por 90s; se-
guido de una elongacion final a 72 °C por 6 min.
Los productos de PCR fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, preparado
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con 60 mL de buffer TAE 1X, 0,9g de agarosa y 3 uL
de bromuro de Etidio como agente intercalante. En
cada pocillo del gel se cargaron 8L del producto
amplificado junto con 4L de buffer de carga (6X).
La corrida electroforética se realizd a 80V y 250 mA
durante 45 minutos.

Secuenciacion de ADN, identificacién molecular y
relacion filogenética

Los productos PCR fueron enviados a la empresa
MACROGEN (EE.UU.). Las secuencias resultantes se
alinearon con ClustalW, mediante el software MEGA
v. 6,0y se identificaron utilizando la herramienta béa-
sica de busqueda de alineacion local BLAST del Cen-
tro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica
(NCBI, por sus siglas en inglés) para comparacion
con homologia de secuencias. Finalmente, para el
analisis evolutivo, se construyd un arbol filogenético
empleando el método de agrupacion de union de
vecinos (Neighbor joining, en inglés) (Saitou & Nei,
1987) en el software MEGA v. 11 bajo el modelo de
3 parametros de Tamura (1992) con 1000 réplicas de
arranque, ademas de una secuencia de Actinomyces
naeslundii como grupo externo (NR_037033).

Analisis de datos

Los datos obtenidos en el presente estudio se ana-
lizaron empleando el software R estudio (v.4.5). Los
que corresponden a los ensayos de fijacion de ni-
trogeno registrados a las 24 y 48 horas se sometie-
ron a un analisis de componentes principales (PCA,
por sus siglas en inglés) previo proceso de norma-
lizacion. Para la representacion gréfica se conside-
raron los dos primeros componentes principales,
los cuales explicaron la mayor proporcion de la va-
riabilidad total del conjunto de datos. En cuanto a
los datos de la solubilizacion de fosfato, estos se
sometieron a un analisis de varianza (ANOVA), se-
guido por la prueba de comparaciones multiples de
Tukey (p < 0,05), con el propdsito de identificar di-
ferencias estadisticamente significativas entre las
distintas cepas evaluadas y los tiempos de incuba-
cién considerados.

3. Resultados y discusién

Caracterizacion morfoldgica de aislados bacterianos
En el medio de cultivo TSA se aislaron 50 colonias
bacterianas a partir del suelo rizosférico de
Neltuma pallida (Tabla 2), cuya caracterizacion
morfoldgica macroscopica reveld qué, el 32% de
las colonias bacterianas presentaron forma irregu-
lar y 68% circulares, mientras que, su borde varié
en 80% entero, 12% ondulado, 4% encrespado vy
4% rizado. En cuanto a la textura se observd un
82% lisa y 18% rugosa. El tamafio oscild desde un
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36% para pequefo, 36% puntiforme, 26% mode-
rado y 2% para grande. Las coloraciones fueron de
24% cremas transltcidas, 24% blancas no transldci-
das, 12% blancas transltcidas, 14% amarillas trans-
ltcidas, 18% amarillas no translicidas, 6% cremas
no transltcidas y 2% rojas no translucidas; en tanto
que, la elevacion varié de 68% para planas, 10%
elevadas, 8% convexas y 14% umbonadas.

Por otro lado, la morfologia celular de las cepas bac-
terianas vistas al microscopio ¢ptico mostrd que el
48% tuvieron forma de bacilos, 24% cocos, 20%
cocobacilos, 6% diplococos y 2% estreptococos. La
reaccion de tincion Gram fue de 22% positiva y 78%
negativa. Estos datos son similares a los reportados
por Mosquera et al. (2024), en su estudio sobre la
biodisponibilidad del fésforo en la rizosfera de
plantas de café, encontrando un 93% de bacilos
Gram negativos, 5% bacilos Gram positivos y un 2%
de cocos Gram positivos. Otra investigacion rea-
lizada con suelo rizosférico en plantas de Neltuma
pallida del bosque seco de Piura, muestra 16 bacte-
rias aisladas en tocones de arboles talados y 18 en
arboles adultos (Merino-Rafael & Jaramillo-Calle,
2024). La baja diversidad bacteriana en estos estu-
dios podria estar relacionada con factores como la
edad de los arboles, asi como el tipo de suelo vy el
clima (Seaton et al., 2020; Pasiecznik et al., 2001).
Fijacién de nitrégeno

De las 50 colonias bacterianas aisladas, 41 mostra-
ron potencial para fijar nitrdgeno. Esta alta propor-
cién (82%) indica el notable papel que desempefian
las comunidades microbianas rizosféricas en la
promocioén de la fertilidad del suelo (Tabla 3).

El PCA explicé un 100% de la variabilidad total, dis-
tribuida en dos componentes principales: Dimf1
(96,4%) y Dim2 (3,6%). En el biplot (Figura 1), se ob-
serva una clara separacion de los aislamientos en
funcion de su desempefio en los dos tiempos eva-
luados. Los vectores de las variables Area_24h y
Area_48h muestran direcciones opuestas, lo que in-
dica que algunos aislamientos presentan mayor
actividad fijadora en las primeras 24 horas, mientras
que otros alcanzan didmetros de halo mas amplios
tras 48 horas. Asimismo, se observa que las cepas
MK-45, MK-3 y MK-10 se alinean fuertemente con
el vector Area_48h, sugiriendo un mayor potencial
fijador en etapas tardias. Por otro lado, los aisla-
mientos MK-12, MK-14, MK-40 y MK-44 se asocian
més estrechamente con Area_24h, indicando un
desempefio mas eficiente en las primeras horas de
evaluacion. No obstante, la mayorfa de los aisla-
mientos se agrupan en el centro del gréfico, con
contribuciones moderadas o similares a ambas
variables.
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Tabla 2
Caracteristicas morfolégicas de los aislados bacterianos obtenidos del suelo rizosférico de Neltuma pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd.)
Kunth
N°  Codigo M(Zgzt—:?la Morfologfa de la Colonia
Forma Gram Forma Borde Elevaci6n  Tamafio  Textura  Color  Crecimiento
1 MK-3 B + IR ON PL ME LI CN +
2 MK-9 B - cl EN PL PU LI BN ++
3 MK-10 DC - cl EC PL GR LI AT ++
4 MK-12 B = R EN PL PU LI AT ++
5 MK-14 B = R EN PL PU LI BT ++
6 MK-16 B + IR EN EL PE RU BN ++
7 MK-40 B - IR EN co PE LI BN ++
8 MK-43 B + IR EN PL PE LI BT ++
9 MK-44 B + IR EN PL PU RU AN ++
10 MK-45 C = R EN PL PE LI AN ++
1 MK-2 C - cl EN PL PU LI CcT ++
12 MK-4 C + IR ON UM ME RU CN +
13 MK-5 B + cl EN UM ME RU BN +
4 MK-6 B + Cl EN co PU LI BN ++
15 MK-21 @ = IR EC UM ME LI AT +
16 MK-7 B - cl EN PL PU LI BT ++
7 MK-8 B - cl EN UM ME RU RN +
18 MK-11 B = Cl EN co PE LI BN ++
19 MK-13 B = Cl EN PL ME LI CN +
20 MK-15 B = Cl EN EL PE LI CT ++
21 MK-17 B - cl EN PL PE LI AT ++
22 MK-18 B - cl EN co PE LI BN ++
23 MK-20 @ + Cl EN EL PE LI AN ++
24 MK-22 CB + IR ON PL PE LI BT ++
25 MK-19 @ + Cl EN PL PE LI AN ++
26 MK-25 B - cl EN PL PU LI CcT ++
27 MK-26 B - cl EN PL PU LI CcT ++
28 MK-34 DC Cl EN PL PE LI BN +
29 MK-27 B + IR RI UM ME LI BT +
30 MK-28 CB - cl EN PL PU Ll AN ++
31 MK-29 CB - cl EN UM PE Ll CcT ++
32 MK-30 CB - cl EN PL PU Ll AN ++
33 MK-31 C = Cl EN PL PU LI AN ++
34 MK-32 C = Cl EN PL PE LI BN ++
35 MK-33 DC - cl EN PL PU Ll AN ++
36 MK-35 B - cl EN PL PU Ll BT ++
37 MK-36 SC - cl EN PL PE RU BN ++
38 MK-37 C = Cl EN PL PU LI CcT ++
39 MK-38 B = Cl EN PL ME RU BN +
40 MK-39 B - cl EN UM PE Ll AT ++
41 MK-41 B - cl EN EL ME Ll BN +
42 MK-42 C - IR ON PL ME Ll CcT +
43 MK-46 B = IR RI EL ME LI AT +
44 MK-1 B = Cl EN PL PU LI CcT ++
45 MK-48 B - cl EN PL PU Ll CcT ++
46 MK-19 B = cl EN PL PU LI AN ++
47 MK-21 @ = cl EN PL ME RU (@) +
48 MK-23 @ = cl EN PL ME RU AT +
49 MK-24 B = IR ON PL PE LI (@) ++
50 MK-47 B = R ON PL PE LI CT ++

Los resultados obtenidos en el presente estudio son
similares a los de Merino-Rafael & Jaramillo-Calle
(2024), quienes observaron que el 100% de los ais-
lados bacterianos en suelo rizosférico de Neltuma
pallida mostraron actividad positiva en la fijacion de
nitrégeno. Estudios similares llevados a cabo en
otros cultivos confirman la estimulacién de creci-
miento de plantas inoculadas con cepas bacteria-
nas aisladas de suelo rizosférico (Mahdi et al., 2020;

Gu et al, 2020; Daraz et al, 2021; Shamem et al.,
2022; Sun et al., 2025). Ello evidencia que esta fun-
cion bioldgica es relativamente frecuente en micro-
organismos asociados a las raices de distintas espe-
cies de plantas. Las bacterias fijadoras de nitrégeno
sean o no simbidticas, liberan compuestos nitroge-
nados al suelo que pueden ser aprovechados por
las plantas (Zuberer, 2021). En cultivos de cafia de
azUcar se ha documentado la presencia de actividad
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bacteriana vinculada al crecimiento vegetal, atribuida a
procesos de fijacion biolégica de nitrégeno 'y
mecanismos de tolerancia al estrés  abidtico,
destacandose la cepa Enterobacter roggenkampii ED5
como el agente principal (Dao-Jun et al, 2020).

Los suelos rizosféricos constituyen reservorios ricos
en bacterias benéficas para la nutricion vegetal; sin
embargo, debe considerarse que, el estado
fisiolégico de las plantas puede influir significativa-
mente en la abundancia de bacterias fijadoras de
nitrégeno (Khan et al.,, 2024). Tal es el caso de que
si se realiza una poda severa de arboles disminuye
la densidad de microorganismos en la rizosfera, tal
como ocurre con la tala indiscriminada de arboles
de algarrobo. Las muestras de suelo rizosférico de
algarrobos juveniles utilizados en nuestro trabajo
podrian haber favorecido la obtencién de un alto
porcentaje de aislados con actividad diazotrdfica,
puesto que las plantas en pleno crecimiento suelen

Tabla 3

Crecimiento de aislados bacterianos cultivados en medio ASBHY

Garcia Ledn et al.

mantener una rizosfera mas densa y metaboli-
camente activa.

Solubilizacién de fosfato

En el analisis de la solubilizacion de fosfato, eviden-
cio diferencias significativas (Tukey, p < 0,05) tanto
entre cepas como entre tiempos de incubacion (24
y 48 horas). Las cepas MK45 y MK40 mostraron las
mayores areas de halo de solubilizacion, desta-
cando significativamente sobre las demés a las 48
h, con MK45 presentando el mayor valor (letra D),
lo que indica su alto potencial como solubilizadora
de fosfato. En contraste, las cepas MK16, MK43 vy
MK44 mostraron los menores halos en ambos tiem-
pos, sin diferencias significativas entre ellas (Figura
2). No obstante, todas las cepas tendieron a incrementar
su capacidad de solubilizacion con el tiempo,
evidenciando un efecto positivo del tempo de
incubacion sobre la actividad fosfato-solubilizadora.

Crecimiento de

Area de corona circular (mm?)

. o
s ot la colonia 24 horas 48 horas
1 MK- 43 +++ 62.31 68.97
2 MK-3 +++ 43.96 67.36
3 MK-9 +++ 56.28 64.95
4 MK-16 +++ 56.54 64.20
5 MK-10 +++ 4876 61.83
6 MK-44 +++ 51.22 59.71
7 MK-45 +++ 39.34 4774
8 MK-12 +++ 40.71 47.44
9 MK-14 +++ 39.38 44.38
10 MK-40 +++ 39.29 43.91
n MK-47 ++ 34.06 39.25
12 MK-7 ++ 38.84 39.11
13 MK-4 ++ 37.36 38.84
14 MK-33 ++ 33.80 38.70
15 MK-26 ++ 33.55 38.57
16 MK-11 ++ 3342 38.43
17 MK-27 ++ 35.63 38.30
18 MK-31 ++ 32.26 38.16
19 MK-25 ++ 30.99 38.03
20 MK-21 ++ 24.89 37.76
21 MK-35 ++ 32.39 37.76
22 MK-24 ++ 33.16 37.63
23 MK-1 ++ 20.39 37.09
24 MK-8 ++ 28.63 36.69
25 MK-23 ++ 31.75 36.69
26 MK-32 ++ 28.01 36.56
27 MK-41 ++ 31.88 36.29
28 MK-39 ++ 30.87 36.16
29 MK-5 ++ 30.11 36.03
30 MK-29 ++ 31.50 35.90
31 MK-28 ++ 28.01 3498
32 MK-20 ++ 24.77 3458
33 MK-26 ++ 29.00 33.67
34 MK-6 ++ 29.86 33.55
35 MK-30 ++ 24.65 32.77
36 MK-19 ++ 29.86 32.64
37 MK-21 ++ 27.52 3213
38 MK-48 ++ 26.68 31.75
39 MK-38 ++ 25.96 31.37
40 MK-2 ++ 23.71 30.74
41 MK-22 + 25.72 26.32

Crecimiento: Leve (+), Moderado (++) y abundante (+++).
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Figura 2. Area del halo de solubilizacién de fosfato (mm?) de las bacterias aisladas de la rizésfera del Neltuma pallida, incubadas a 26 °C

por 24 horas (cfrculo menor) y 48 horas (circulo mayor).

Dentro de la comunidad microbiana del suelo se en-
cuentran bacterias que participan activamente en el
ciclo del fosforo (P), contribuyendo, tanto, a la mi-
neralizacién de compuestos organicos de fosforo,
como a la solubilizacién de formas inorganicas es-
tables de este elemento. De acuerdo con Rawat et
al. (2020) y Nghia et al. (2022), la solubilizacion de
fosfatos es una reaccién quimica mediada por la ac-
cién de fosfatasas, enzimas especializadas que, po-
seen determinados microorganismos para transfor-
mar formas insolubles de fésforo en compuestos
asimilables por las plantas, visualizdndose a través
de halos en medios de cultivo que contienen fésforo
insoluble. Pedrinho et al. (2023), sefialan qué, bac-
terias con esta actividad bioldgica, incluidas las del
género Bacillus, tienen la capacidad de sintetizar y

excretar acidos organicos (oxalico, malico, férmico,
cftrico y glucénico) que facilitan la solubilizacion de
formas recalcitrantes de fosforo (P) en el suelo. Esto
sugiere qué, la capacidad de fijar nitrégeno y solu-
bilizar fosfatos podria ser una caracteristica relativa-
mente comun entre las rizobacterias, aunque de-
pendiente del origen del aislamiento y de las condi-
ciones experimentales.

Identificacidén molecular y relacién filogenética

La identificacion molecular de las 10 cepas bacteria-
nas que presentaron alta capacidad de fijacion de
nitrégeno y en las que 5 mostraron eficiencia en la
solubilizacion de fosfatos, revelo que corresponden
a los filos Bacteroidetes, Proteobacteria y Firmicutes,
distribuidos en cinco géneros: Bacillus, Pantoea,
Lysinibacillus, Olivibacter y Erwinia. No obstante, el
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género Bacillus mostro predominancia por cuatro
especies (Bacillus thuringiensis, Bacillus paramycoi-
des, Bacillus wiedmannii y Bacillus subtilis), lo cual
particularmente relevante, dado que este grupo es
ampliamente reconocido por su versatilidad meta-
bdlica y promover el crecimiento vegetal (Tabla 4).
El anélisis filogenético reveld un arbol con relacio-
nes evolutivas donde las especies bacterianas se
agrupan en tres filos principales: Firmicutes, Proteo-
bacteria y Bacteroidetes (Figura 3). En Firmicutes, se
forma un clado con los géneros Bacillus y Lysiniba-
cillus, en el que se encuentran Bacillus amylolique-
faciens, Bacillus megaterium, Bacillus endophyticus y
Bacillus flexus, con valores de soporte moderados
(30-89), lo que indica una proximidad evolutiva
cercana. No obstante, Lysinibacillus aparece estre-
chamente relacionado con Bacillus, lo que eviden-
cia una relacion evolutiva marcada. Respecto a Pro-
teobacteria, este filo muestra que los géneros
Pantoea y Erwinia presentan valores de soporte al-
tos (61-98), reflejando una relacion estrecha entre
Pantoea septica, Pantoea spp. y Erwinia spp. En
cuanto al filo Bacteroidetes, Olivibacter spp. se pre-
senta como un grupo mas distante. Esta distribu-
cion refleja una diversidad taxondmica marcada y
permite inferir relaciones evolutivas entre bacterias
con caracteristicas fisioldgicas distintas, lo cual per-
mitirfa explicar la fijacion de nitrégeno y solubiliza-
cion de fosfato.

Estos hallazgos son consistentes con los reportados
por Merino-Rafael & Jaramillo-Calle (2024), quienes
también identificaron especies del género Bacillus
como microorganismos capaces de fijar nitrégeno
en la rizdsfera de Neltuma pallida. Otros autores
como da Rosa et al. (2024), sefialan que, bacterias
de este mismo género, también poseen actividad
enzimatica para solubilizar formas de fosfato. Esto
es respaldado por Igbal et al. (2024) quienes han
hallado a Bacillus spp. como una especie bacteriana
solubilizadora de fosfato, una capacidad que mo-

Garcia Ledn et al.

dula la actividad de las exoenzimas del suelo y me-
jora el crecimiento del trigo. Lo cual es consistente
con reportes de Bacillus megaterium con caracte-
risticas fisioldgicas de solubilizar fosfato (Saeid et al.,
2018). No obstante, estudios realizados por Avila et
al. (2015), concluyen que especies del género
Bacillus; ademas, de realizar estas funciones celula-
res, también son productoras de la hormona acido
indolacético, una auxina, que juega un papel crucial
en el crecimiento y desarrollo de las plantas. En
consecuencia, los resultados encontrados en nues-
tro trabajo, confirman el papel fundamental de cier-
tas especies del género Bacillus como determinante
en los procesos de fijacion bioldgica de nitrégeno y
solubilizacion de fosfatos en la rizosfera de Neltuma
pallida; ademas, de reforzar la hipotesis de que
Bacillus podria ser un componente esencial para es-
trategias de biofertilizacién en ecosistemas asocia-
dos a esta especie vegetal.

Estudios previos han demostrado que diversas es-
pecies del género Pantoea desempefian funciones
relevantes en la promocion del crecimiento vegetal.
En este contexto, Bakhora et al. (2024) evidenciaron
que Pantoea agglomerans posee una notable capa-
cidad para colonizar la rizésfera y establecer asocia-
ciones beneficiosas con Vitis vinifera L., favore-
ciendo procesos relacionados con el desarrollo ve-
getal. De manera concordante, Nascimento et al.
(2020) sefialaron que numerosas cepas pertene-
cientes a este género exhiben caracteristicas tipicas
de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR), entre ellas la fijacion bioldgica de nitrégeno,
la solubilizacion de fosfatos y la produccion de me-
tabolitos bioactivos. En ese sentido, puesto que en
el presente estudio se identificd a Pantoea spp. en
la rizésfera de Neltuma pallida y su elevada eficien-
cia en la fijacion de nitrégeno y la solubilizacion de
fosfatos, se refuerza la hipotesis de que este género
constituye un  componente  funcionalmente
importante del microbioma asociado al algarrobo.

Tabla 4
Identificacion molecular de bacterias aisladas de la rizosfera de Neltuma pallida mediante secuenciacion del ARNr 16S
N |dentidad en NUmero de Tamafio del fragmento (pb) /cobertura |dentidad ~ Valor
Aislamiento
GenBank acceso (%) (%) E

MK-03 Bacillus endophyticus MH144228.1 954/100 98 0.0
MK-09 Olivibacter spp. CP041643.1 933/100 100 0.0
MK-10 Pantoea séptica MH017410.1 954/100 100 0.0
MK-12 Lysinibacillus xylanilyticus MF582342.1 892/100 100 0.0
MK-14 Lysinibacillus xylanilyticus MF188191.1 941/100 100 0.0
MK-16 Bacillus megaterium HQ898863.1 768/100 96 0.0
MK-40 Erwinia spp. MK070126.1 928/100 99 0.0
MK-43 Bacillus flexus KX242399.1 956/100 98 0.0
MK-44 Bacillus amyloliquefaciens CP054415.1 952/100 99 0.0
MK-45 Pantoea spp. CP040095.1 925/100 100 0.0
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Figura 3. Arbol filogenético basado en el método de agrupacién de unién de vecinos y el modelo 3 pardmetros de Tamura con un valor
bootstrap de 1000 réplicas, que muestra la relacién existente entre los géneros de las especies de bacterias identificadas empleando el

gen 16S ARNr.

De forma interesante, investigaciones recientes am-
plian la comprensién ecolégica de Pantoea mas alla
de la interaccion planta-microorganismo. Izadi et al.
(2026) identificaron bacterias pertenecientes a este
género como parte del microbioma intestinal de
Ectomyelois ceratoniae, uno de los principales insec-
tos fitdfagos asociados al algarrobo. Aunque este
hallazgo no demuestra un proceso de transmision
entre insecto y planta, sf revela que ambos organis-
mos comparten determinados grupos bacterianos,
sugiriendo la existencia de una red ecoldgica més
compleja de la previamente reconocida. Bajo esta
perspectiva, los insectos fitéfagos podrian actuar
como reservorios, vectores o moduladores de mi-
croorganismos con potencial benéfico, hipotesis
que debera ser evaluada mediante estudios de me-
tagenémica comparativa, anélisis poblacionales y
experimentos de transmisién controlada.

En relacion con Erwinia spp., diversos estudios han
demostrado que especies pertenecientes a este gé-
nero poseen una elevada capacidad para solubilizar
compuestos fosfatados mediante la produccion de
acidos organicos y enzimas fosfatasas, incremen-
tando la disponibilidad de fosforo para las plantas
(Muleta et al., 2013; Bechtaoui et al., 2024). Estos es-
tudios guardan relacion con los hallazgos del pre-
sente estudio, puesto que se encontré a Erwinia spp.
como una bacteria con funcién dual y eficiente en
la fijacion de nitrégeno y solubilizacion de fosfatos,
lo que amplia el conocimiento sobre el potencial
funcional de este género como bacteria promotora
del crecimiento vegetal. En ese contexto, autores
como Suarez-Silva et al. (2026), detectaron miem-
bros de la familia Erwiniaceae en el microbioma de
larvas de Enallodiplosis discordis (insecto plaga del

algarrobo) y en el endomicrobioma de Neltuma
pallida, mientras que lIzadi et al. (2026) identificaron
bacterias del género Erwinia como endosimbiontes
intestinales de Ectomyelois ceratoniae (insecto plaga
del algarrobo). Estos hallazgos sugieren que Erwinia
mantiene asociaciones recurrentes con diferentes
organismos que integran el ecosistema del alga-
rrobo. Si bien alin no existe evidencia que confirme
un intercambio directo entre insectos, suelo y
planta, la recurrencia de este género en estos com-
partimentos bioldgicos plantea la posibilidad de que
participe en redes ecoldgicas de colonizacion vy
dispersion microbiana.

En cuanto a la especie Lysinibacillus xylanilyticus
identificada en este estudio concuerda con reportes
que sefialan que el género Lysinibacillus comprende
diversas especies caracterizadas por su capacidad
para sintetizar una amplia gama de enzimas hidro-
liticas y metabolitos secundarios con funciones rele-
vantes en la promocién del crecimiento vegetal
(Celandroni et al., 2019). Esto es respaldado por los
estudios de Shigi et al. (2023), quienes reportaron a
Lysinibacillus fusiformis (B301), y de Celestino et al.
(2025), quienes también identificaron a Lysinibacillus
fusiformis como una bacteria promotora del creci-
miento vegetal, asociada a procesos de nitrificacion
que contribuyen a la disponibilidad de nitrdgeno en
el suelo.

Finalmente, en relacién con Olivibacter spp., cuya
presencia también fue evidenciada en la rizésfera de
Neltuma pallida, este hallazgo es consistente con
estudios previos que describen a este género bac-
teriano como un componente frecuente de comu-
nidades microbianas presentes en suelos, cuerpos
de agua e incluso ambientes contaminados, siendo
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Olivibacter oleidegradans una especie ampliamente
reportada y reconocida por su capacidad para de-
gradar hidrocarburos y otros compuestos organicos
complejos (Szabo et al., 2011). No obstante, en otros
estudios se ha identificado especies como Olivibac-
ter jilunii aislada de suelos contaminados con DDT
(Chen et al, 2013), Olivibacter sitiensis aislada de
materia organica de residuos de aceite de oliva
(Ntougias et al., 2007), y Olivibacter ginsenosidimu-
tans (Siddigi et al., 2018) y Olivibacter composti
(Shih-Yao et al., 2017) en muestras de compost. Sin
embargo, hasta el momento, no se ha documen-
tado evidencia cientifica que relacione a estas espe-
cies con la fijacion biolégica de nitrégeno o la solu-
bilizacion de fosfato, siendo esta investigacion el
primer reporte de una especie del género Olivibac-
ter con potencial para fijar nitrégeno, aunque sin
actividad solubilizadora de fosfato.

4. Conclusiones

Del suelo rizosférico de Neltuma pallida se aislaron
50 cepas bacterianas, de las cuales, al ser cultivadas
en medio selectivo ASHBY, Unicamente 41 eviden-
ciaron capacidad de crecimiento, lo que indicé su
potencial como fijadoras de nitrégeno. De estas, se
seleccionaron las 10 con mayor actividad fijadora y
se sometieron a ensayos de solubilizacion de fosfa-
tos, observandose que solo 5 presentaban esta ca-
pacidad adicional. La identificacion molecular y el
analisis filogenético, realizados mediante la secuen-
ciacion del gen 16S ARNr, permitieron establecer
que las cepas fijadoras de nitrdgeno correspondie-
ron a Bacillus endophyticus, Olivibacter spp.,
Pantoea septica y Lysinibacillus xylanilyticus (dos
aislados), mientras que las cepas con capacidad
tanto de fijacion de nitrégeno como de solubiliza-
cion de fosfatos fueron Bacillus megaterium, Erwi-
nia spp., Bacillus flexus, Bacillus amyloliquefaciens y
Pantoea spp. Estas especies se agruparon en seis
géneros: Lysinibacillus, Olivibacter, Bacillus, Pantoea
y Erwinia. Los resultados resaltan la relevancia de
seleccionar cepas con funciones fisioldgicas
multiples para promover el crecimiento vegetal y su
potencial aplicacion en estrategias de agricultura
sostenible, priorizando aquellas con mayor eficacia
para futuros ensayos de formulacién y validacion en
condiciones de invernadero y campo.
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