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Resumen

La Antartida presenta uno de los ambientes mas hostiles del planeta y alberga una
notable biodiversidad de microorganismos con un alto potencial como recursos
biotecnoldgicos, incluyendo aquellos capaces de solubilizar fésforo y promover el
crecimiento vegetal. Esta investigacion tuvo como objetivo caracterizar molecu-
larmente bacterias aisladas de suelos y organismos fotosintéticos colectados en la
Antartida durante el verano de 2023, asi como evaluar su capacidad para producir
sideréforos y solubilizar fosfato tricalcico en condiciones de laboratorio. Adicio-
nalmente, se analizé su efecto en la germinacion de semillas de fréjol (Phaseolus
vulgaris). Las bacterias aisladas se identificaron como pertenecientes a los géneros
Pseudomonas, Sporosarcina, Sphingomonas, Arthrobactery Moraxella. El 73% de las
bacterias estudiadas mostraron capacidad de producir sideréforos, y Arthrobacter
presentd los mejores resultados en la solubilizacion de fosfato tricalcico en medio
de agar Pikovskaya. Ademas, estas bacterias promovieron el enraizamiento de P.
vulgaris. Los resultados obtenidos sugieren que estas cepas tienen un gran poten-
cial como biofertilizantes tolerantes al frio, con aplicaciones prometedoras para el
desarrollo de una agricultura sostenible en zonas de altura.

Abstract

Antarctica with one of the most hostile environments on the planet, harbors remark-
able microbial biodiversity with significant potential as biotechnological resources,
including those capable of phosphorus solubilization & plant growth promotion. This
study aimed to molecularly characterize bacteria isolated from soils & photosynthetic
organisms collected in Antarctica during the summer of 2023, & to evaluate their
ability to produce siderophores & solubilize tricalcium phosphate under laboratory
conditions. Additionally, their effects on the germination of Phaseolus vulgaris (com-
mon bean) seeds were assessed. The isolated bacteria were identified as belonging
to the genera Pseudomonas, Sporosarcina, Sphingomonas, Arthrobacter, & Morax-
ella. Of the bacteria studied, 73% demonstrated siderophore production capability,
with Arthrobacter showing the best results in tricalcium phosphate solubilization on
Pikovskaya agar medium. Moreover, these bacteria promoted root development in
P. vulgaris. The findings highlight the promising potential of these strains as cold-
tolerant biofertilizers for sustainable agriculture in high-altitude regions.
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Introduccion

En la Antartida, las condiciones abidticas extremas,
como bajas temperaturas, alta salinidad del suelo, bajas
concentraciones de nutrientes y alta incidencia de radia-
ci6on ultravioleta limitan el desarrollo de la mayoria de
las plantas superiores y muchas comunidades animales
(Doytchinov & Dimov 2022). Sin embargo, los microor-
ganismos desempefian un papel crucial en los ciclos
biogeoquimicos, contribuyendo al mantenimiento de la
funcionalidad ecolégica de los suelos (Cowan et al. 2014;
Ortiz et al. 2020; Khan et al. 2023).

Para sobrevivir en estas condiciones extremas, los
microorganismos antarticos han desarrollado adapta-
ciones bioldgicas que les permiten producir enzimas,
metabolitos y moléculas bioactivas (Hughes et al. 2015;
Varrella et al. 2021). Por ejemplo, los microorganismos
psicréfilos pueden mitigar el impacto del estrés salino
acumulando solutos compatibles que ayudan a mantener
el equilibrio osmotico intracelular (Sharma et al. 2016;
Acufia-Rodriguez et al. 2019). Ademas, estos microorga-
nismos mejoran la biodisponibilidad de elementos esen-
ciales como nitrégeno, potasio, fésforo (da Silva et al.
2021) e hierro (Styczynski et al. 2022), lo que favorece el
crecimiento vegetal (Musialowski et al. 2023). Estas ca-
pacidades los convierten en alternativas biotecnoldgicas
prometedoras debido a su versatilidad metabdlica, parti-
cularmente en aplicaciones agricolas (Araya et al. 2020;
Santa-Cruz et al. 2021). Asimismo, se ha documentado
que estas adaptaciones fisiologicas les permiten estable-
cer asociaciones beneficiosas con plantas vasculares y no
vasculares, haciéndolas mas tolerantes y competitivas en
entornos hostiles (Berrios et al. 2013; Noh et al. 2021).

En el contexto agricola, el fésforo representa un desa-
fio significativo. A pesar de ser el segundo elemento mas
importante para el desarrollo de las plantas después del
nitrégeno y de encontrarse en abundancia en el suelo, su
baja disponibilidad para las raices limita su aprovecha-

67°22'W 67°18'W 67°14'W 67°10'W 67°06'W 67°02'W
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Il

67°47'24'S

i\

67°51'S

67°49'51.9"S - 67°13'38.5"W

67°52'12"S

il Isla Horseshoe

67°54'36"S

miento (Rawat et al. 2021). Esto ocurre debido a proce-
sos quimicos y bioquimicos que inmovilizan el fésforo en
el suelo, lo que reduce la efectividad de los fertilizantes
fosfatados (Tian et al. 2021). Los microorganismos del
suelo pueden contrarrestar esta limitacion al solubilizar
el fosforo mediante mecanismos como la acidificacién, la
quelacion y las reacciones de intercambio iénico (Vera-
Morales et al. 2023).

En los agroecosistemas de montafia, donde los suelos
suelen ser acidos y deficientes en fésforo, los microor-
ganismos capaces de tolerar bajas temperaturas han de-
mostrado ser particularmente efectivos para promover
el crecimiento de las plantas (Yarzabal et al. 2018). En
este contexto, el uso de biofertilizantes basados en mi-
croorganismos antarticos para fijar nitrégeno y solubi-
lizar fosfatos ofrece una solucién sostenible y de bajo
costo para mejorar el rendimiento de los cultivos, sin ge-
nerar dafios ambientales (Yarzabal, 2014).

En este trabajo, informamos del aislamiento y carac-
terizacion molecular de microorganismos psicrofilos
procedentes de la Antartida, asi como su capacidad para
producir siderdforos y solubilizar fosfato tricalcico, y por
ultimo el efecto de las bacterias sobre la germinacién y el
crecimiento de Phaseolus vulgaris (frejol comun) en con-
diciones de invernadero.

Material y métodos

Area de estudio. Las bacterias fueron aisladas de las
raices de plantas antarticas, recolectadas a 106 metros
sobre el nivel del mar en la isla Horseshoe del continente
antartico (67°49’51.9”S - 67°13’38.5"W) (Fig. 1). La isla
Horseshoe es una de las islas mas grandes de la bahia
Margarita y se encuentra aproximadamente a 20 km al
oeste de la desembocadura del glaciar Forbes (Ciner et
al. 2019). Las muestras se colocaron en recipientes esté-
riles y se mantuvieron congeladas durante todo el proce-
so de recoleccién, almacenamiento y transporte.

Figura 1. Ubicacion del lugar de colecta de suelo en la isla Horseshoe, Antartida. Mapa de la Antartida adaptado de (https://

es.m.wikipedia.org/wiki/Archivo:Antarctica_location_ma

svg#globalusage).
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Aislamiento. Las muestras se procesaron en el
Centro de Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador
(CIBE) de la Escuela Superior Politécnica del Litoral
(ESPOL). Para obtener y aislar bacterias del suelo, se
afiadié un gramo de la muestra de suelo a 9 mL de caldo
Luria-Bertani (LB), y las mezclas se incubaron a 10°C
durante 10 dias. Luego se realizaron diluciones seria-
das desde 107" hasta 107, y se suspendieron 50 pL de
las soluciones de 107 a 10™* en medio de agar nutritivo
para aislar las bacterias. Las placas de Petri se incubar-
on a 10°C y se revisaron después de siete dias para ob-
servar el crecimiento. Los aislamientos se transfirieron
a medios de cultivo frescos. Se realizo la técnica de es-
triado para obtener cepas puras. Las cepas bacterianas
se incubaron a 10°C durante 2 dias.

Caracterizacion molecular de bacterias. Las
cepas se conservaron en la coleccién de cultivos pu-
ros de microorganismos del CIBE-ESPOL. Los aislados
bacterianos se conservaron en caldo LB con un 20% de
glicerol. Cada muestra se almacend con su correspondi-
ente réplica en tubos estériles de 2 mL a una tempera-
tura de congelacion de -80 °C.

Paralaextraccion de ADN genémico de los aislamien-
tos bacterianos, se utilizé un protocolo modificado de-
scrito por Ausubel et al. (2003). Los genes del ARN 16S
se amplificaron por PCR utilizando cebadores para la
region 16S de procariotas: 27F (5'AGAGTTTGATCCTG-
GCTCAG3") y 1492R (5'GGTTACCTTGTTACGACTT3"). La
mezcla de reaccion de PCR consistio en 20-200 ng de
ADN genoémico bacteriano, 2.0 pL de tampén PCR 10X
con 20 mM de MgCl2, 2.0 uL. de dNTPs 10 mM, 1 uni-
dad de Taq polimerasa, 200 pM de los cebadores 27F y
1492R, y agua ultrapura estéril hasta un volumen final
de 25 pL. La amplificacién por PCR se realizd en un ter-
mociclador Mastercycler (Eppendorf Nexus GSX1, Ham-
burgo, Alemania) utilizando las siguientes condiciones:
desnaturalizacién inicial a 96°C durante 5 minutos, 35
ciclos de desnaturalizacién a 96°C durante 1 minuto,
alineamiento a 55°C durante 1 minuto, extensién a 72°C
durante 1 minuto, seguido de una extension final a 72°C
durante 3 minutos y finalmente mantenimiento a 4°C
(Lorenz 2012).

Los productos de PCR purificados se secuenciaron
utilizando el servicio comercial de Psomagen, Estados
Unidos (https://www.psomagen.com/). Los datos de
las secuencias recibidos de Psomagen para la secuen-
ciacion del gen 16S rRNA se alinearon con secuencias
de los géneros mas cercanos obtenidos de la base de
datos GenBank utilizando el programa MUSCLE. La
identificacion de especies relacionadas con el 16S rRNA
se realizé utilizando la herramienta de busqueda de
alineamiento disponible en la base de datos del Cen-
tro Nacional de Informacién Biotecnolégica (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Posteriormente, se
accedi6 a las secuencias desde GenBank utilizando la
herramienta de Comparaciéon Multiple de Secuencias
por Log-Expectation (MUSCLE), y el modelo apropiado
para los datos se calculé con el software MEGA-X.

El arbol filogenético se construy6 utilizando la infer-
encia de Maxima Verosimilitud con el modelo de Kimu-
ra de 2 parametros. La estabilidad de las topologias
resultantes se evalu6 mediante un analisis de boot-
strap con 1000 repeticiones. Finalmente, las secuen-
cias se enviaron a la base de datos GenBank del NCBI
y se asignaron los niimeros de acceso de la siguiente
manera: PQ759888, PQ759889, PQ759890, PQ759891,
PQ759892, PQ759893, PQ759894, PQ759895,
PQ759896, PQ759897, PQ759898, PQ759899,
PQ759900, PQ759901.

Poduccion de sideréforos y solubilizacion de
fosforo. La produccién cualitativa de sider6foros se de-
tecto utilizando el ensayo universal de Chrome Azurol-
S (CAS) (Schwyn & Neilands 1987). La produccién de
sider6foros se determind por un cambio de color del
medio CAS de azul a amarillo o blanco (Ulloa-Mufioz et
al. 2020). Para la deteccion rapida de la solubilizacion
de fosforo, las bacterias se colocaron en placas de agar
Pikovskaya suplementadas con el indicador bromoti-
mol azul.

Para evaluar la capacidad de solubilizacion de cada
cepa, las bacterias fueron seleccionadas e inoculadas en
medio Pikovskaya (PVK) suplementado con azul de bro-
motimol (BTB) (C, ,H, Br,0.S) a 28°C por 7 dias. El medio
PVK-BTB contenfa: 10 g/L D-glucosa; 5 g/L Ca,(PO,),; 5
g/L MgCl,-6H,0; 0,25 g/L MgS0,-7H,0; 0.2 g/L KCl; 0.1
g/L (NH,),SO,; 0.4 g/L BTB; 15 g/L agar; pH 7.0 (Nauti-
yal 1999).

Las cepas que crecieron rapidamente y desarrol-
laron halos claros alrededor de sus colonias fueron
seleccionadas y almacenadas. Para el almacenamiento
a -20°C, se utilizaron tubos de criopreservaciéon de 2
mL que contenfan medio Luria-Bertani (LB) con 40%
de glicerol. Las bacterias se inocularon en medio de
agar nutritivo a 10°C + 1 durante 48 horas para ob-
tener suspensiones bacterianas de 1 - 2x10® UFC/mL.
Se deposit6é un volumen de 2 pL de cada suspensién en
triplicado sobre medio s6lido PVK-BTB. Las placas se
incubaron a 10°C durante 7 dias (Joe et al. 2018). El pH
inicial del medio se ajusté a 7.0.

Solubilizacién de fosfato. El indice de solubili-
zacion de fosforo (SI) se estimé mediante la relacion
entre el diametro total (colonia + zona de halo) y el dia-
metro de la colonia (Fig. 2) (Edi-Premono et al. 1996),
utilizando la siguiente formula:

Didmetro total (colonia A + halo B)
Diametro de la colonia (A)

Indice de Solubiliacién (IS) =

Las observaciones se realizaron con cuatro réplicas.
Las cepas que desarrollaron zonas claras alrededor de
sus colonias fueron clasificadas como bacterias solubili-
zadoras de fésforo.

REVISTA PERUANA DE BIOLOGIA 31(4): E28402 (DICIEMBRE 2024)
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Figura 2. Solubilizacién de fosfato tricalcico en medio de cultivo
PVK (A) = didmetro de la colonia bacteriana (mm); (B) = didmetro
del halo (mm).

Ensayo de germinacion de semillas. Las bacterias
aisladas con propiedades de solubilizacion de fosforo se
inocularon en placas de Petri con medio de cultivo nu-
tritivo e incubaron a 10°C durante 48 horas. Después
de 48 horas de crecimiento, los aislamientos se inocula-
ron en caldo Luria-Bertani (LB) a 100 rpm durante 72
horas a 10°C. Las células bacterianas se recogieron por
centrifugacion durante 20 minutos a 5000 rpm. Para las
suspensiones bacterianas, las células se recolectaron en
una solucién salina al 0.5% y se estandarizaron en escala
McFarland 0.5 Cat. no (TM50) para aproximar el nimero
de bacterias (10% UFC/mL).

Las semillas de dos variedades de frijoles Phaseolus
vulgaris L. (“Panamito” y “Mantequilla”) fueron esteriliza-
das con hipoclorito de sodio al 2% y alcohol al 70% du-
rante 2 minutos en cada fase y se lavaron tres veces con
agua estéril. Veinticinco semillas de frijol se sumergieron
en suspensiones bacterianas de aislados individuales du-
rante cinco horas. Se utilizé agua destilada estéril como
control. Luego, las 25 semillas se colocaron sobre papel de
filtro y algodon en recipientes plasticos. Los recipientes se
organizaron en un diseflo completamente al azar e incu-
baron a 15°C durante 15 dias. Se registr6 el numero de se-
millas germinadas y se midi6 el crecimiento de los brotes
y las raices para calcular el porcentaje de enraizamiento.
Los ensayos in vivo fueron instalados y realizados en el in-
vernadero del Instituto de Papa y Cultivos Andinos (IPA-
CA) de la Universidad Nacional de Trujillo, Pert (UNT).

Para la evaluacion de los tratamientos de germina-
cién de semillas, se contd el nimero de plantulas que
emergieron diariamente desde el dia en que se plantaron
en los recipientes hasta la germinacion (Musialowski et
al. 2023). Para los calculos, se utilizaron las formulas del
Indice de Germinacién (G.1.) de la Asociacién de Analis-
tas de Semillas Oficiales (AOSA) (1983), las cuales estan
basadas en la ecuacién de Ellis y Roberts, (1981); y el
Indice de Vigor de las Semillas (V.I.) se calculé utilizando
la férmula de Abdul-Baki y Anderson, (1973).

16=2(3)
= a
IV = (Longitud de la plantula) x G%

Donde n, = namero de semillas que emergen en el dia
i; d = dia después de la siembra, y %G es el porcentaje de
germinacion.

Analisis de datos. Se utilizaron cinco réplicas para
cada experimento. Los datos se analizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA). Los porcentajes se trans-
formaron a arco seno y se compararon utilizando ANO-
VA. Las comparaciones post-hoc se realizaron usando la
prueba de Tukey para experimentos de laboratorio y la
prueba de Duncan para experimentos en invernadero
con un nivel de significancia de p<0.05. En el experimen-
to en invernadero, los tratamientos diferentes se orga-
nizaron en un disefio de bloques completamente al azar
con cinco repeticiones por tratamiento. Dado que los da-
tos sobre el enraizamiento de semillas de frijol no eran
paramétricos, se realizo la prueba de Kruskal-Wallis H.
Los datos de todas las pruebas se analizaron para deter-
minar la homogeneidad de varianza. Cuando la varianza
era igual, los datos agrupados se combinaron. El analisis
de los datos se realizé utilizando el paquete de software
estadistico InfoStat version 2020 para Windows.

Resultados y discusion

Caracterizacion molecular. Se secuenciaron quince
cepas de bacterias psicrdfilas utilizando el gen 16S rRNA,
seguido de un andlisis filogenético. La secuenciacion de
ADN y el analisis filogenético revelaron que todos los ais-
lamientos mostraron una similitud de 298 - 100% con
cinco géneros descritos. Se construy6 un arbol filogené-
tico para las 15 bacterias identificadas para determinar
sus afiliaciones (Fig. 3). En general, el 46.7% de los mor-
fotipos totales pertenecian a Pseudomonas, seguidos por
Sporosarcina (33.3%), Sphingomonas (6.7%), Arthrobac-
ter (6.7%) y Moraxella (6.7%).

De las 15 cepas de bacterias psicroéfilas aisladas, 7
pertenecian al género Pseudomonas, lo que lo convier-
te en el género mas representativo de la investigacion.
Publicaciones anteriores han informado sobre la diver-
sidad bacteriana en habitats frios, donde la presencia de
Pseudomonas predomind sobre otros géneros (Balcazar
et al. 2015; Verma et al. 2015). Las Pseudomonas son
bacterias frecuentes en ambientes frios, con propiedades
para aplicaciones ecoldgicas y biotecnolégicas (Ball et al.
2014; Chauhan et al. 2023). Pueden crecer en un amplio
rango de temperaturas, soportando diversos tipos de es-
trés, y poseen una gran versatilidad metaboélica (Moreno
& Rojo 2014; Jain & Pandey 2016), lo que las hace poten-
cialmente dtiles para el desarrollo de tecnologias relacio-
nadas con la agricultura (Balcazar et al. 2015).

Deteccion de la produccion de sideroforos y solu-
bilizacién de fosforo. Del total de bacterias aisladas y
estudiadas, el 73% mostroé capacidad para producir side-
roforos. De manera similar, todas estas bacterias fueron
capaces de solubilizar fosfato tricalcico (Tabla 1; Fig. 4).
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B156 Arthrobacter cryoconiti
JQ814624.1__ Arthrobacter sp.
MT890166.1___ Arthrobacter cryoconiti
54/ ~AM419018.1___ Arthrobacter sp.

91 |_ MH929845.1___Arthrobacter alpinus
MH929832.1___ Arthrobacter alpinus

93

MH714630.1___Sphingomonas sp.
54| KM187496.1___Sphingomonas sp.

99

741

100|

MW507655.1___ Sphingomonas aerolata
MW507648.1___Sphingomonas aerolata
JQ396560.1___Sphingomonas sp.
MN315394.1__ Sphingomonas sp.
B154___ Sphingomonas sp.

MN421066.1___Moraxella osloensis

100 MN421115.1___Moraxella osloensis
MN428202.1___Moraxella osloensis
MN684243.1__ Moraxella osloensis
B168 Moraxella osloensis
MT093343.1___ Moraxella osloensis

100 AM689993.1__ Pseudomonas sp.

87

100

69

B140 Pseudomonas fluorescens

95| YMW507680.1___ Pseudomonas sp.
KC542380.1___ Pseudomonas sp.
JX205210.1___Pseudomonas fluorescens
MT585877.1__ Pseudomonas sp.

L 89 B139__ Pseudomonas sp.
MW227557.1___Pseudomonas yamanorum
—INR_181528.1___ Pseudomonas yamanorum
MW928763.1___Pseudomonas yamanorum
FJ424489.1__ Pseudomonas sp.
MZ045713.1___Pseudomonas yamanorum
B135 Pseudomonas yamanorum

51{3142 Pseudomonas sp

MH482282.1__ Pseudomonas avellanae
FJ386504.1__ Pseudomonas sp.
MT890174.1____Pseudomonas sp.
KY974218.1___Pseudomonas sp.
KF528726.1___ Pseudomonas cannabina
B192__ Pseudomonas sp.

B190___ Pseudomonas sp.

B186___ Pseudomonas sp.

NR_025049.1__Sporosarcina aquimarina

B151___ Sporosarcina sp.

MN315460.1___ Sporosarcina sp.

B157 Sporosarcina aquimarina

B153 Sporosarcina aquimarina

MZ420738.1__Sporosarcina aquimarina
MN443115.1____Sporosarcina sp.
MZ469321.1__Sporosarcina aquimarina
MK726086.1___Sporosarcina aquimarina

~
o

———

51 0Q457030.1___ Filibacter tadaridae
54 KF026320.1___Sporosarcina globispora
KF026327.1___ Sporosarcina globispora
KF026322.1___Sporosarcina psychrophila
95 [KY476409.1___ Filibacter sp.
KY476495.1___ Filibacter sp.
KY476436.1___ Filibacter sp.
B149 Sporosarcina psycrophila
MN810192.1___ Sporosarcina sp.
KF928896.1___ Sporosarcina sp.
B148___ Sporosarcina sp.
KC160791.1___ Bacillus sp.
KF026321.1___ Sporosarcina psychrophila
b KC160817.1___Bacillus sp.

Figura 3. El &rbol filogenético con inferencia de Maxima Verosimilitud muestra la relacién entre los 15 aislamientos bacterianos segun las
secuencias del gen 16S rRNA, con secuencias de referencia obtenidas mediante el analisis BLAST. El alineamiento de secuencias se realizd
utilizando el software Geneious 10.2.6, y los arboles se construyeron utilizando el modelo de sustitucién Kimura 2 y 1000 repeticiones de
Bootstrap con el software MEGA-X. Los nimeros representan el soporte de Bootstrap para la generacion de ramas del arbol (mostrados

solo si el valor es >50).
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Tabla 1. Capacidad de las bacterias para producir sideréforos y solubilizar
fésforo.

Aislamiento Sideroforos* Fosfato tricalcico
B135 + +
B139 - +
B140 - +
B142 + +
B186 + +
B190 + +
B192 + +
B148 + +
B149 + +
B151 + +
B153 - +
B157 + +
B154 - +
B156 + +
B168 + +

1 Deteccion: Positivo (+), Negativo (-)

Figura 4. A) Produccion de sideréforos por bacterias cultivadas a
10°C; B) Solubilizacién de fosfato tricalcico a 10°C.

Los siderdforos bacterianos son compuestos que-
lantes con el potencial de promover el crecimiento de
las plantas (Musialowski et al. 2023). Este estudio ha
demostrado que las bacterias de la Antartida pueden
producir sideréforos que podrian aplicarse en la agri-
cultura. Estudios previos han mostrado que las bacte-
rias psicroéfilas son eficientes en la produccién de si-
deroforos, la solubilizacion de fosfatos (Balcazar et al.
2015), y también en la promocion del crecimiento de
plantas (Tapia-Vazquez et al. 2020). Entre estas bacte-
rias, las del género Pseudomonas han sido ampliamente
estudiadas por su versatilidad en condiciones extremas
y la produccién de compuestos beneficiosos para los
cultivos de plantas (Moreno & Rojo 2014; De Serrano
etal. 2016).

Solubilizacién de fosfato por bacterias psicrofi-
las. Estos resultados mostraron que todas las bacterias
estudiadas tenian la capacidad de solubilizar fosfato tri-
calcico. Sin embargo, los resultados de los tratamientos
mostraron diferencias significativas entre cepas. Las
bacterias con el indice de solubilizacién mas alto en
el medio de Pikovskaya fueron Arthrobacter B156 (1.S.
3.45), Pseudomonas B135 (1.S. 3.31), Sporosarcina B157
(I.S. 3.29), y Pseudomonas B192 (1.S. 3.18) (Fig. 5A).

Asimismo, todas las cepas bacterianas psicrofilas
fueron capaces de colonizar medios de Pikovskaya con
fosfato tricdlcico. No obstante, mostraron diferencias
significativas en comparaciéon con el control. Las bac-
terias con el mayor crecimiento radial fueron Pseudo-
monas C186, Sporosarcina B157, Arthrobacter B156 y
Pseudomonas B192. En promedio, las cepas de Pseudo-
monas crecieron un 9.75% mas que el control, mientras
que las cepas de Sporosarcina y Arthrobacter crecieron
un 6.67% y un 8.11% mas que el control, respectiva-
mente (Fig. 5B).

La capacidad de solubilizacion de fosforo de las cepas
bacterianas fue visible en placas de agar Pikovskaya su-
plementadas con fosfato triclcico, donde produjeron una
zona clara alrededor de sus colonias en el medio de culti-
vo. Verma et al. (2015) evalu6 45 bacterias psicrofilas con
la finalidad de identificar atributos promotores del cre-
cimiento vegetal; encontrando que 24 podian solubilizar
fosforo, incluyendo dos especies del género Arthrobacter
y siete del género Pseudomonas. En general, las especies
de Pseudomonas muestran alta actividad para solubilizar
fosfato tricalcico (Gulati et al. 2008; Vega-Celedon et al.
2021), debido a su capacidad innata para producir acidos
organicos como el acido glucénico, oxalico, 2-ceto-gluco-
nico, lactico, succinico, férmico, citrico y malico (Trivedi &
Sa 2008; Vyas & Gulati 2009; Balcazar et al. 2015).

En esta investigacidn, las cepas solubilizaron fésforo
en un rango de L.S. de 2.48 (Pseudomonas - B142) a 3.45
(Arthrobacter - B156) después de 10 dias de incubacion
a 10°C. En investigaciones previas encontraron que bac-
terias seleccionadas pudieron solubilizar fosfato tricalci-
co después de 6 dias a diferentes temperaturas (4, 15y
28 °C) (Mishra et al. 2011; Adhikari et al. 2021).
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Figura 5. A) Efecto de las cepas bacterianas psicrofilas en la solubilizacion del medio de Pikovskaya con fosfato tricélcico. B) Crecimiento
radial en mm de las cepas bacterianas psicrofilas en el medio de Pikovskaya suplementado con fosfato tricalcico comparado con el control
sin fosfato tricélcico. Los datos de las columnas se presentan como promedio, y las barras de error representan la desviacion estandar. Las
barras con letras diferentes son significativamente diferentes, de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0.05).

Bioensayo de germinacién. Los resultados del
bioensayo sobre el efecto de las bacterias psicroéfilas en
el enraizamiento de P, vulgaris revelaron diferencias sig-
nificativas entre las variedades de frijol examinadas, Pa-
namito y Mantequilla (ver Fig. 6C). En promedio, el frijol
Panamito mostré un indice de enraizamiento del 71.6%,
contrastando significativamente con el 28.4% registrado
en el frijol Mantequilla, lo que representa una diferencia
del 43.3%. Los graficos no muestran las bacterias que
presentaron promedios mas bajos que el control.

Entre las bacterias psicrofilas evaluadas para mejo-
rar el enraizamiento de frijoles Mantequilla, las cepas

B135 (41.7%), B149 (41.7%) y B153 (50%) destacaron
en comparacién con el control (33.3%), mostrando di-
ferencias porcentuales de 8.3%, 8.3% y 16.7%, respecti-
vamente (ver Fig. 6A). Para el enraizamiento de frijoles
Panamito, las cepas B154 (58.3%), B139 (66.7%), B157
(66.7%), B140 (83.3%) y B156 (100%) obtuvieron me-
jores resultados en comparacién con el control (50%),
con diferencias porcentuales de 8.3%, 16.7%, 16.7%,
33.3% y 50.0%, respectivamente (ver Fig. 6B).
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La creciente necesidad de incorporar biofertilizantes
en ambientes frios para cultivos en dreas montafiosas
(Yarzabal 2020) ha llevado al desarrollo de investigacio-
nes orientadas a comprender las competencias ecolégi-
cas y rizosféricas de las bacterias psicroéfilas (Pandey &
Yarzabal 2019). Segtin nuestros resultados, las bacterias
que mostraron la mayor capacidad de enraizamiento en
el presente estudio pertenecen a los géneros Pseudomo-
nas, Sporosarcina, Sphingomonas y Arthrobacter.

Las bacterias psicrofilas del género Pseudomonas
pueden promover el crecimiento de las plantas. En plan-
tas de tomate, han aumentado significativamente el de-
sarrollo de las raices en un 30-51%, y son compatibles
en consorcios, lo que causa un aumento significativo con
valores de 1.72 y 1.88 cm en el sistema radicular (Vega-
Celedon et al. 2021).

Las bacterias psicrofilas del género Pseudomonas
también han demostrado su capacidad para promover
el crecimiento de las plantas (Berrios et al. 2013). Por
ejemplo, en plantas de tomate se observé un aumento
significativo en el desarrollo de las raices, que varié del
30 al 51% (Dolkar et al. 2018). Ademas, estas bacterias
son compatibles en consorcios, logrando aumentos sig-
nificativos que alcanzaron valores de 1.72 y 1.88 cm en
la longitud de las raices de los tomates (Vega-Celed6n et
al. 2021). En semillas de trigo (Triticum aestivum) ex-
puestas a diferentes concentraciones de Pseudomonas,
se produjo una elongacion de las raices con valores entre

31.9 y 61.7% mas largos que las raices de las semillas
no inoculadas (Yarzabal et al. 2018). Pseudomonas puti-
da aislada de suelos articos mejoro el crecimiento de las
plantas y promovi6 la elongacién de las raices en Brassi-
ca napus (Sun et al. 1995). Estos estudios han llevado al
desarrollo de biofertilizantes de fosfato a partir de recur-
sos microbiolégicos extremofilos (Rizvi et al. 2021), asi
como patentes relacionadas con Pseudomonas antarctica
psicrofila (Gidekel et al. 2008).

Las bacterias psicrofilas del género Pseudomonas
también han demostrado su capacidad para promover
el crecimiento de las plantas (Berrios et al. 2013). En
estudios realizados en plantas de tomate, se observd un
aumento significativo en el desarrollo de las raices, que
varid del 30 al 51% (Dolkar et al. 2018). Ademas, estas
bacterias son compatibles en consorcios, logrando au-
mentos significativos que alcanzaron valores de 1.72 y
1.88 cm en la longitud de las raices de los tomates (Vega-
Celedon et al. 2021). En semillas de trigo (Triticum aes-
tivum) expuestas a diferentes concentraciones de Pseu-
domonas, se produjo una elongacion de las raices con
valores entre 31.9 y 61.7% mas largos que las raices de
las semillas no inoculadas (Yarzabal et al. 2018). Pseu-
domonas putida aislada de suelos articos mejoro el cre-
cimiento de las plantas y promovi6 la elongacion de las
raices en Brassica napus (Sun et al. 1995). Estos estudios
han llevado al desarrollo de biofertilizantes de fosfato a
partir de recursos microbiolégicos extremofilos (Rizvi et
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indican diferencias significativas (p<0.05).

al. 2021), asi como patentes relacionadas con Pseudomo-
nas antarctica psicrofila (Gidekel et al. 2008).

Longitud de hipocétilo y raices. Los resultados del
bioensayo de bacterias psicrdfilas sobre la longitud de las
raices y los hipocétilos de plantulas de P, vulgaris revela-
ron diferencias significativas entre las variedades de frijol
Panamito y Mantequilla. En promedio, el frijol Panamito
mostré un crecimiento de 10.9 mm, en contraste signifi-
cativo con los 30.5 mm registrados en el frijol Mantequilla,
representando una diferencia de 19.7 mm. Entre las bac-
terias psicréfilas evaluadas para mejorar el crecimiento
de los frijoles Mantequilla, las cepas B135 (16 mm), B192
(16.3 mm), B151 (16.7 mm), B139 (18.3 mm) y B153
(43.3 mm) destacaron en comparacién con el control
(15.3 mm). Para el crecimiento de los frijoles Panamito,
las cepas B157 (55.7 mm), B140 (65.7 mm) y B156 (68.3
mm) obtuvieron mejores resultados en comparacién con
el control (43.3 mm), con diferencias porcentuales de
2.5%, 4.6% y 5.1%, respectivamente (ver Fig. 7).

De los resultados obtenidos, Pseudomonas, Sporo-
sarcina y Arthrobacter mostraron los mejores prome-
dios en el crecimiento inicial de las plantulas de frijol.
El estudio realizado por Mishra et al. (2011), indicé que
doce cepas psicroéfilas de Pseudomonas mejoraron el
crecimiento de plantulas de trigo a una temperatura de
8°C (Mishra et al. 2011). También promovieron el creci-
miento y el contenido de elementos en plantas de maiz
(Vyas & Gulati 2009). Las bacterias Pseudomonas se han
utilizado en ensayos para la solubilizacién de f6sforo,
actuando como biofertilizantes activos en condiciones
frias (Rondon et al. 2019) y promoviendo el crecimien-
to de las plantas (Pandey et al. 2009).

Las bacterias psicrofilas del género Sporosarcina
pueden promover el crecimiento vegetativo debido a
la eficiente produccion de acido indolacético (IAA) con
99.3+1.5 ug mL™* (Yadav et al. 2016). Ademas, las espe-
cies del género Arthrobacter han mostrado atributos que
promueven el crecimiento de plantas (Yadav et al. 2015),
como en el cultivo de trigo (Triticum aestivum) en altitu-
des elevadas (Verma et al. 2015). La busqueda de bacte-
rias de ambientes extremos que mejoren el crecimiento
de las plantas al incrementar el suministro de nutrientes
es de gran importancia en la agricultura, especialmente
para los cultivos cultivados en condiciones montafiosas
(Yadav et al. 2019). El uso de bacterias antarticas podria
ser una alternativa ecoldgica para aumentar la supervi-
vencia de las plantas y reducir el efecto fisiolégico de los
estresores ambientales (Acufia-Rodriguez et al. 2019).

Esta investigacion aporta al desarrollo de productos
biotecnolégicos ecoldgicos, como biofertilizantes activos
en frio, especialmente relevantes para la agricultura de
montana, donde la absorcién de nutrientes del suelo es
limitada. El uso de estas bacterias psicrofilas representa
una opcién prometedora para superar este desafio.
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