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Vida de anaquel de una comunidad bacteriana sintética. /
Shelf-life of a synthetic bacterial community.

ABSTRACT

The development of long-term stability microbial formulations is essential for advancing
the use of synthetic bacterial communities (SynComs) in agricultural biotechnology. In this study,
the shelf-life of a synthetic bacterial community composed of Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii
TE3'", Bacillus paralicheniformis TRQ65, and Priestia megaterium TRQ8 was evaluated. The
cofermented SynCom reached a final density of 1.60 x 10° CFU/mL with efficient sporulation
(100 %). Short-term (30 days) stability assays revealed that trehalose and polyvinylpyrrolidone
(PVP) maintained spore viability; however, none of these additives significantly improved stability
compared with the additive-free formulation. Thus, long-term (12 months at 23.8 £ 1.7 °C) evaluation
showed high stability of the SynCom, which maintained high spore viability, 92 %. This finding can
be supported since the genomes of these bacteria revealed conserved mechanisms for oxidative
and osmotic stress tolerance, including antioxidant enzymes, compatible solute transporters, and
PHB biosynthesis. These intrinsic stress-response traits likely contribute to the extended shelf-life
of the cofermented SynCom. Overall, this SynCom represents a promising strategy for developing
liquid microbial formulations with long stability under ambient conditions.

KEY WO RDS: Synthetic bacterial community, Bacillus, Priestia, Cofermentation, Microbial
inoculants.

Introduccién

La produccién agricola mundial se encuentra amenazada por los efectos del cambio
climatico, el crecimiento poblacional, la incidencia de plagas y enfermedades, el alto costo de los
fertilizantes, asi como la degradacién y pérdida de fertilidad del suelo (Diaz-Rodriguez et al., 2021).
Estudios previos se han centrado en la identificacidn y el analisis de microorganismos benéficos en
diversos cultivos, ofreciendo una alternativa sostenible para su manejo agronémico. Por lo tanto,
en la actualidad, se utiliza una amplia gama de cepas microbianas con propiedades promotoras
del crecimiento vegetal como bioinoculantes para mejorar el rendimiento y el desarrollo de los
cultivos. Recientemente, el mercado global de bioinoculantes alcanzo un valor de $11,230 millones
en 2025 y se espera que crezca a una tasa anual de alrededor del 10.5 % para 2030 (Mordor
Intelligence Research & Advisory, 2025). En México, 248 bioinoculantes estan registrados ante la
COFEPRIS, lo que representa solo el 5 % del mercado nacional de agroquimicos (COFEPRIS,
2025). A pesar de este progreso, se deben abordar varios desafios clave para aprovechar al
maximo su potencial para mejorar la productividad de los cultivos, particularmente en términos
de formulacién y estabilidad. La efectividad de estos productos microbianos depende no solo
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de la seleccion de cepas benéficas con capacidades de promocion del crecimiento vegetal,
sino también de su capacidad para mantenerse viables y metabdlicamente activas durante el
almacenamiento y en condiciones de campo (Herrmann & Lesueur, 2013).

En los ultimos afos, el uso de comunidades bacterianas sintéticas (SynComs) ha cobrado
gran interés. Los SynComs son un pequefio numero de bacterias disefiadas para imitar, a
cierta escala, la funcion y la estructura observadas del microbioma en condiciones naturales
(de Souza et al., 2020). A diferencia de los consorcios naturales, que pueden ser muy diversos
e impredecibles, los SynComs se construyen para maximizar la complementariedad funcional
entre cepas, proporcionando efectos reproducibles y especificos sobre el crecimiento y la salud
de las plantas (Niu et al., 2017; Vorholt et al., 2017). Estas comunidades microbianas pueden
combinar caracteristicas como la fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de fosfato, la produccién
de fitohormonas y el antagonismo contra fitopatdégenos, mejorando asi la productividad de los
cultivos y promoviendo la resiliencia de los agroecosistemas (Tariq et al., 2025; Wang et al., 2021).

Estudios recientes han demostrado el potencial de los SynComs para promover el
crecimiento de las plantas y conferir tolerancia al estrés tanto en condiciones bidticas como
abiéticas. Por ejemplo, Schmitz et al. (2022) desarrollaron una SynCom compuesta por cinco
cepas bacterianas aisladas de la leguminosa desértica Indigofera argentea, que mejord
significativamente el crecimiento del tomate y su tolerancia a la salinidad (Schmitz et al., 2022).
De igual manera, Liu et al. (2022) establecieron una SynCom asociado al trigo compuesta por
ocho cepas bacterianas, incluyendo Priestia megaterium, Bacillus pumilus y Acinetobacter pittii,
que incrementd la biomasa del trigo entre un 120 % y un 157 %, suprimié el hongo patégeno
Fusarium pseudograminearum y reformé el microbioma del suelo hacia taxones beneficiosos (Liu
et al., 2022). Ademas, de Souza et al. (2020) destacaron que el disefio de SynCom, basado en la
complementariedad funcional entre cepas, puede mejorar la adquisicién de nutrientes por parte
de las plantas, el equilibrio hormonal y la supresién de enfermedades (de Souza et al., 2020).

Asi, las cepas nativas en estudio en el presente trabajo: Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii
TE3", Bacillus paralicheniformis TRQ65 y Priestia megaterium TRQ8 se han caracterizado
ampliamente por su potencial para promover el crecimiento vegetal. La cepa TE3' se aisl6 de la
endosfera de trigo (Valenzuela-Aragon et al., 2019), mientras que las cepas TRQ65 y TRQ8 se
aislaron de la rizosfera de trigo en un campo comercial bajo manejo de fertilizacién convencional
en el Valle del Yaqui, México (lbarra-Villarreal et al., 2021). Estas cepas han mostrado su
capacidad para estimular el crecimiento del trigo en condiciones de invernadero y campo (Robles-
Montoya et al., 2020; Rojas-Padilla et al., 2020). Ademas, las cepas TRQ65 y TE3" presentan
actividad antagénica contra Bipolaris sorokiniana, Botrytis cinerea y otros hongos fitopatégenos
(Valenzuela-Ruiz et al., 2024; Villa-Rodriguez et al., 2021). Sin embargo, hasta la fecha, su
rendimiento se ha evaluado en sistemas de fermentacién monocepa y su estabilidad a través del
tiempo no ha sido explorada. En este contexto, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar
la cinética de crecimiento y la vida de anaquel de una SynCom cofermentada e integrada por B.
cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T, B. paralicheniformis TRQ65 y P. megaterium TRQ8, con el
fin de determinar su potencial para el desarrollo de formulaciones microbianas liquidas estables.
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Material y Métodos
Cepas bacterianas y cofermentacion

La comunidad bacteriana sintética (SynCom) evaluada en este estudio estuvo
integrada por Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3", Priestia megaterium TRQ8 y Bacillus
paralicheniformis TRQ65, previamente reportadas como compatibles en cultivo conjunto (Rojas-
Padilla et al., 2020).

Previo a la cofermentacion, se realizé un ensayo de compatibilidad en caja Petri utilizando
agar nutritivo como medio de cultivo. Para ello, se prepararon suspensiones bacterianas
individuales ajustadas a una concentracién de 1x10” unidades formadoras de colonias (CFU)/mL.
En cada placa se extendié homogéneamente 1 mL de la suspension de cada una de las cepas,
y posteriormente se inocularon 10 uL de cada una de las tres bacterias en puntos equidistantes
sobre la superficie del agar. Este procedimiento se repiti6 de manera alternada para cada cepa,
con el fin de evaluar posibles efectos de inhibicion cruzada. El ensayo se realiz6 por triplicado y
las placas se incubaron a 30 °C, por 48 horas.

Asi, la cofermentacion de esta SynCom inici6 con el crecimiento individual de cada cepa
en un medio sintético minimo compuesto por: glucosa 20 g/L, (NH,),SO, 8 g/L, K,HPO, 23.44
g/L, MgSO,-7H,0 0.8 g/L, MnSO,-H,O 0.088 g/L, CaCl, 0.126 g/L, FeSO,-7H,O 0.06 g/L y
Na;C¢HsO- 10.08 g/L, durante 18 h a 37 °C con agitacién a 180 rpm. Posteriormente, se prepard
el inéculo del consorcio sintético ajustando cada cultivo a una concentracion de 1x10® CFU/mL.
El inéculo combinado (correspondiente al 10 % del volumen total) se inoculd directamente en
un biorreactor de 5 L (volumen de trabajo 4 L) que contenia el mismo medio sintético minimo
previamente descrito.

La cofermentacién de la SynCom se llevo a cabo bajo condiciones controladas: 37 °C,
pH 7.0 (regulado automaticamente), agitacién a 400 rpm y aireacion a 0.75 vvm. La formacion
de espuma se controlé mediante la adicion de antiespumante de silicon (30 % p/v). Durante las
45 h de fermentacion, el cultivo se monitore6 cada hora registrando la densidad 6ptica a 630 nm;
la glucosa residual se cuantificé mediante el método DNS (Miller, 1959). Las concentraciones
de CFU/mL y esporas/mL se determinaron mediante diluciones seriadas y tratamiento térmico
(80 °C durante 10 min).

Evaluacion de aditivos osmoprotectores en la estabilidad del consorcio

Para evaluar el efecto de distintos compuestos estabilizantes sobre la viabilidad de
esporas, se probaron tres aditivos en diferentes concentraciones: glicerol (0.5 %, 1 % y 2 %),
polivinilpirrolidona (PVP; 0.5 %, 1 % y 2 %) y trehalosa (5 mM, 10 mM y 15 mM). Cada tratamiento
se evalud en tres réplicas independientes. Alicuotas de la cofermentacion bioformulada con cada
uno de estos aditivos se dispusieron en tubos Falcon estériles de 15 mL, los cuales se utilizaron
como unidades experimentales para la evaluacion inicial de estabilidad. Los tubos se mantuvieron
a 23.8 £ 1.6 °C, bajo 12 h luz/12 h oscuridad y 36 % de humedad relativa durante 30 dias.
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Posteriormente, la viabilidad de esporas se determiné mediante la técnica de diluciones seriadas
en placa con agar nutritivo.

La bioformulacion que mostré la mayor supervivencia de esporas se seleccioné para un
estudio de vida de anaquel a largo plazo durante 12 meses. Para este ensayo, la formulacion se
envasé en frascos de polipropileno (PP) con una capacidad de 130 mL previamente estériles.
Los frascos se almacenaron bajo las mismas condiciones de temperatura, fotoperiodo y
humedad relativa.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con STATGRAPHICS Plus version 5.1. Los datos
se analizaron mediante ANOVA de una via y la prueba de comparaciones multiples de Tukey
(HSD) (p < 0.05).

Resultados y Discusion

La compatibilidad entre las cepas del SynCom se confirmé mediante el ensayo en caja
Petri donde no se observo halos de inhibicion en ninguna de las combinaciones evaluadas,
lo que confirma la compatibilidad entre las cepas y respalda su uso conjunto en procesos de
cofermentacion. La cofermentacion del SynCom en un biorreactor de 5 L alcanzé una densidad
celular de 1.60 + 0.05 x 10° CFU mL", con una tasa especifica de crecimiento de 0.42 + 0.04
h' y un tiempo de duplicaciéon de 1.65 + 0.17 h (Tabla 1). Ademas, en la cofermentacion, la
abundancia relativa de las cepas fue de 62.5 % para B. cabrialesii subsp. cabrialesii TE3" (1.00 x
10° CFU mL™), 26.3 % para B. paralicheniformis TRQ65 (4.21 x 108 CFU mL™") y 11.2 % para P.
megaterium TRQ8 (1.79 x 102 CFU mL™). Las diferencias observadas en la proporcion relativa
de cada cepa durante la cofermentacién pueden atribuirse a parametros cinéticos intrinsecos
de cada bacteria, como afinidades variables por el sustrato, tasas de crecimiento distintas o
diferentes eficiencias en la utilizacién de nutrientes (Zheng et al., 2022).

El coeficiente de rendimiento de glucosa fue de 3.70 + 0.18 x 10" CFU g™ glucosa,
reflejando una conversion eficiente del sustrato en biomasa bajo condiciones aerdbicas. Esta
tasa se encuentra dentro del rango esperado para fermentaciones de comunidades sintéticas de
Bacillus y taxones relacionados, donde ocurren compensaciones metabdlicas que equilibran el
crecimiento y la esporulacion eficiente (Martinez-Alvarez et al., 2016).

La SynCom cofermentada exhibié una esporulacion del 100 %, alcanzando una densidad
maxima de esporas de 1.60 + 0.01 x 10° esporas mL™' con una tasa especifica de esporulacién
de 0.52 £ 0.04 h' (Tabla 1). Este desempefio elevado es consistente con el comportamiento de
comunidades bacterianas formadoras de esporas cultivadas en medios minerales optimizados,
suplementados con iones de calcio y fosfato esenciales para el desarrollo de la corteza esporal
(Monteiro et al., 2014). Asi, la alta esporulacion de la SynCom cofermentada resalta su potencial
como bioinoculante compatible (Berninger et al., 2018).
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Tabla 1. Parametros de fermentacién y coeficientes cinéticos de la
comunidad sintética (SynCom) cofermentada en un biorreactor de

5L.
Y (CFU
-1 -1 x/glucosa -1 -1 9
X, (CFU mL") M, (h") Td(h) g"gglucose) X, (esporas mL") Hesp (h) % esp
SynCom 9a 0.42 + 1.65+ 1a oa 0.52 + o
Cofermentada 1.60 £ 0.05x 10 00453 017° 3.70+£0.18 x 10 1.60 £ 0.01 x 10 0.04-° 100 %

Los valores representan la media + desviacion estandar. Letras superindices diferentes dentro de una mismafila

indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0.05). Abreviaturas: Xmax, densidad

celular maxima; pcel, tasa especifica de crecimiento; Td, tiempo de duplicacion; Yx/glucosa, coeficiente de

rendimiento de biomasa; Xmax esp, densidad maxima de esporas; pesp, tasa especifica de esporulacion;
% esp, porcentaje de esporulacion.

Fuente: Elaboracion propia

El consumo de glucosa durante las primeras 18—20 h, seguido del inicio de la esporulacién,
refleja un patron de fermentacién bifasico tipico de Bacillus y especies relacionadas, donde la
limitacion de nutrientes y las sefales de quorum sensing activan la cascada de esporulacion
(Mathot et al., 2016; Piggot & Hilbert, 2004). El agotamiento de la fuente de carbono marco la
transicién del crecimiento exponencial a la fase estacionaria, seguido inmediatamente por un
incremento pronunciado en el conteo de esporas (Figura 1). Este comportamiento coincide con
las observaciones de Liang et al. (2024) en cultivos discontinuos, donde la esporulacion comenzo
tras el consumo total de glucosa. De manera complementaria, Cristiano-Fajardo et al. (2019),
en cultivos continuos, demostraron que una alta incidencia de esporulacién (>40 %) solo se
alcanzaba bajo condiciones limitantes de glucosa, mientras que a mayores tasas de dilucion con
exceso de este sustrato la esporulacion se reprimia.

Se evaluaron diversos compuestos estabilizantes para mejorar la vida de anaquel de la
SynCom cofermentada durante 30 dias de almacenamiento a 23.8 °C. El glicerol, comunmente
utilizado como vehiculo en formulaciones liquidas (Aninth et al., 2016), resultd marcadamente
perjudicial para la viabilidad de las esporas en todas las concentraciones evaluadas (0.5 % a
2 %), generando recuentos significativamente menores que los tratamientos control sin aditivos
(Tabla 2). En contraste, tanto la polivinilpirrolidona (PVP) como la trehalosa preservaron la
viabilidad de las esporas, mostrando recuentos que no difirieron significativamente de los del
tratamiento control. En diversos estudios se ha demostrado la eficacia de estos dos aditivos
para estabilizar células, al reducir la actividad de agua y proteger macromoléculas y membranas
frente al estrés oxidativo u osmatico (Conceigao et al., 2025; Trivedi et al., 2016). Sin embargo, a
pesar de los efectos protectores de PVP y trehalosa, no se detecté una mejora estadisticamente
significativa respecto a la formulacion control.

Este hallazgo coincide con los resultados reportados por Gotor-Vila et al. (2017), quienes
observaron que las formulaciones liquidas de Bacillus subtilis CPA-8 permanecieron estables
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hasta por cuatro meses a temperatura ambiente, independientemente de la adicion de protectores
como sacarosa, leche descremada o sulfato de magnesio. Sus resultados mostraron que todos
los tratamientos mantuvieron alta viabilidad (1.93-2.98 x 10° CFU/mL), y que la formulacion sin
protectores funcioné igual de bien. De manera similar, nuestra SynCom cofermentada mostré
una alta viabilidad de esporas, manteniendo la abundancia relativa de las células (61.7 % B.
cabrialesii subsp. cabrialesii TE3", 26.5 % para B. paralicheniformis TRQ65 y 11.8 % para P,
megaterium TRQ8), incluso en ausencia de aditivos, lo que sugiere que los rasgos fisiologicos
o metabdlicos intrinsecos de las cepas estudiadas confieren una resistencia natural al estrés
durante el almacenamiento. Por lo tanto, se estudié la vida de anaquel a largo plazo de dicha
SynCom cofermentada sin aditivos.

Figura 1. Cinética de la cofermentacion del SynCom estudiado.

El crecimiento, medido por densidad dptica a 630 nm (O.D.,, circulos naranjas); la concentracién residual

de glucosa a lo largo del tiempo (circulos verdes); el oxigeno disuelto (%; diamantes amarillos); el recuento

de células viables (CFU/mL, triangulos rojos) y el recuento de esporas (esporas/mL, cuadros azules) durante

todo el proceso de cofermentacion. Los puntos representan el valor promedio de las mediciones y las barras
de error indican la desviacion estandar.

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 2. Viabilidad de la SynCom cofermentada con diferentes
aditivos almacenado durante un mes a 23.8 °C.

Log (espora/mL
Tratamiento g (esp )

Day 0 Day 30
Sin aditivos 6.1
Glicerol 0.5% 5.6°
Glicerol 1% 5.5¢
Glicerol 2% 5.14
PVP 0.5% 6.1¢ 6.22
PVP 1% ’ 6.1
PVP 2% 6.22
Trehalosa 5mM 6.0°
Trehalosa 10mM 6.1
Trehalosa 15mM 6.22

Los datos se presentan como la media (n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo
con la prueba HSD de Tukey (p < 0.05).

Fuente: Elaboracion propia.

Después de un nuevo ensayo de almacenamiento por 12 mesesa23.8+ 1.7 °C, la SynCom
cofermentada estudiada mostré un alto nivel de viabilidad de esporas (92 %), con respecto al
conteoinicial, es decir, de 9.2 log esporas/mL a 8.46 log esporas/mL, y manteniendo la abundancia
relativa de las cepas que la conforman (60.5 % B. cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T, 26.7 % para
B. paralicheniformis TRQ65 y 12.8 % para P. megaterium TRQ8). En contraste, una formulacion
a base de talco de Bacillus cereus B25 conservo un 53 % de viabilidad después de 12 meses a
temperatura ambiente (Martinez-Alvarez et al., 2016). Resultados comparables fueron reportados
por Rojas-Padilla et al. (2022), quienes desarrollaron formulaciones microencapsuladas en
alginato de calcio de las bacterias individuales estudiadas en este trabajo, donde, después de
12 meses de almacenamiento, todas las cepas mostraron aproximadamente una reduccion del
45 % en los conteos viables. Una posible explicacién para la alta viabilidad celular a largo plazo
en la SynCom cofermentada estudiada es la acumulacion de solutos compatibles o proteinas
de respuesta al estrés durante la fase estacionaria (Berninger et al., 2018). Ademas, el genoma
de las cepas que conforman la SynCom sugieren una gran versatilidad debido a que fueron
aisladas del Valle del Yaqui, una region agricola semiarida caracterizada por altas temperaturas,
salinidad y déficit hidrico (Ibarra-Villarreal et al., 2023; Luers et al., 2003), lo cual podria conferir
mecanismos adaptativos de respuesta al estrés.

En este sentido, el analisis gendmico reveld un repertorio genético robusto para mitigar el
estrés oxidativo y osmotico en las tres cepas estudiadas (Robles-Montoya et al., 2019; Valenzuela
Ruiz et al., 2023; Valenzuela-Ruiz et al., 2019). Para la defensa contra el estrés oxidativo, todas
las cepas codifican varias catalasas (por ejemplo, KatE, HPI, HPII), superoxido dismutasas (SodA,
SodB, SodC)y peroxidasas (AhpC, PR, GPX), asi como sistemas de tiorredoxina y glutarredoxina
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gue mantienen el equilibrio redox. Reguladores transcripcionales como PerR, OxyR, SoxR y Rex,
identificados en las cepas TRQ8 y TRQ65, permiten la expresion de genes antioxidantes (Seixas
et al., 2022). Ademas, la cepa TRQ8 produce polihidroxibutirato (PHB), un biopolimero que
funciona como reserva intracelular de carbono y energia (Aguirre et al., 2017). La acumulacién
de PHB se ha asociado con una mayor resistencia al estrés oxidativo, la desecacion y la limitacion
de nutrientes (Rowaihi et al., 2018).

En cuanto a la adaptacion al estrés osmatico, los tres genomas comparten operones
conservados para el transporte y sintesis de glicina-betaina y prolina, incluidos OpuAA-AC,
OpuC y ProVWX; asi como genes para la captacién y conversion de colina (BetT, BetA, BetB,
CodA), lo que favorece la acumulacion enddgena de solutos compatibles que protegen proteinas
y membranas contra la deshidratacién (Rath et al., 2020).

Conclusiones

La SynCom cofermentada en este estudio mostré un alto rendimiento celular (1.60 *
0.05 x 10° CFU/mL) y alta eficiencia de esporulaciéon (100 %), asi como una estabilidad de 92
% después de su almacenamiento sin aditivos protectores, durante 12 meses a 23.8 °C, sin
alterar la abundancia relativa de las bacterias que la integran. Estos hallazgos sugieren que la
interaccion de las bacterias que integran la SynCom en estudio favorecioé el metabolismo para
potenciar la esporulacién y la resiliencia, a través de su robusto repertorio genético para mitigar
estrés oxidativo y osmético. En conjunto, estos resultados apoyan el potencial de esta SynCom,
con capacidad de promocion del crecimiento de las plantas, como base para la bioformulacién de
un bioinoculante liquido estable y adecuado para aplicaciones agricolas.
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