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GLOSARIO

Acido Indol-Acético (IAA): Auxina que estimula el crecimiento y diversas funciones del

metabolismo de las plantas (Zhang et al., 2024).

Extreméfilo: Microorganismos que han desarrollado ciertas adaptaciones o mecanismos que
incluyen cambios estructurales o genéticos para crecer y sobrevivir en condiciones
ambientales extremas que van desde regiones heladas, desiertos, regiones de aguas termales

o incluso con alta salinidad (Basak, Biswas and Bhattacharyya, 2020).

Psicrotolerante: Microorganismos que crecen cerca de los 0°C con temperaturas 6ptimas de
crecimiento alrededor de los 30°C, extendidos en diversos hébitats con temperaturas frias

(Mishra, Joshi and Khati, 2020).

Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPR): Microorganismos que
colonizan activamente la rizésfera y que influyen positivamente en el crecimiento de las
plantas a través de mecanismos directos o indirectos de resistencia sistémica, produccion de

hormonas vegetales o fijacion de nutrientes (Posada ef al., 2021).

Rizosfera: Region del suelo donde existe interaccion benéfica entre planta y microorganismo
y que ademas, presenta mayor actividad microbiana favoreciendo el crecimiento de la planta

(Leon and Gonzalez, 2022).
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RESUMEN

La investigacion se centrd en caracterizar bacterias psicrotolerantes nativas de la rizosfera de
papa con capacidad promotora del crecimiento vegetal de cultivos provenientes del distrito
La Encafiada, Cajamarca. El aislamiento bacteriano se realizd a partir de una muestra
compuesta de suelo (100 g) sometida a un choque por frio (1 °C por 3 h). La caracterizacion
morfoldgica de los aislados se realiz6 mediante observacion en placa y microscopicamente
utilizando tincion Gram. La capacidad psicrotolerante se evalud con el crecimiento de las
bacterias a 1 °C y 25 °C, registrandose el didmetro de las colonias como dato representativo.
La capacidad de promocion de crecimiento vegetal se determiné a través de la produccion
cualitativa de acido indol-acético (IAA) empleando el reactivo de Salkowski; y Ia
solubilizacion de fosfatos, se evalud con la formacion de halo alrededor de las colonias
empleando el medio National Botanical Research Institute's Phosphate (NBRIP). La
identificacion molecular se realiz6 mediante la secuenciacion del gen 16S ARNTr. Se obtuvo
un total de 26 aislados bacterianos con forma bacilar, 16 Gram positivas y 10 Gram negativas.
Todas las bacterias crecieron a 1 °C y a 25 °C. El aislamiento ORP26 presentd mayor
diametro de colonia (0,450 cm) a 25 °C, mientras que ORP22 mostré mayor diametro (0,300
cm) a 1 °C. La prueba de solubilizacion de fosfatos mostrd que 4 aislados formando el halo
representativo a 1 °C y a 25 °C, mientras que 4 lo hicieron unicamente a 1 °C. En cuanto a
la produccion de 4cido indol-acético, 16 aislamientos mostraron actividad a 25 °C. Los
resultados de la identificacion molecular indicaron similitud con Pseudomonas mandelii, P.
lini, P. baetica, Sphingobacterium kitahiroshimense, Paenarthrobacter nitroguajacolicus y

Lelliottia amnigena.

Palabras clave: Bacterias psicrotolerantes, rizosfera, PGPR, IAA, solubilizacion de fosfatos.
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ABSTRACT

The research focused on characterizing psychrotolerant bacteria native to the potato
rhizosphere with plant growth-promoting capacity in crops from the La Encafiada district,
Cajamarca. Bacterial isolation was performed from a composite soil sample (100 g) subjected
to cold shock (1 °C for 3 h). The morphological characterization of the isolates was
performed by plate observation and microscopically using Gram staining. Psychrotolerant
capacity was evaluated by bacterial growth at 1 °C and 25 °C, recording colony diameter as
representative data. The ability to promote plant growth was determined through the
qualitative production of indoleacetic acid (IAA) using Salkowski's reagent, and phosphate
solubilization was evaluated by the formation of a halo around the colonies using the National
Botanical Research Institute's Phosphate (NBRIP) medium. Molecular identification was
performed by sequencing the 16S rRNA gene. A total of 26 bacillary-shaped bacterial
isolates were obtained, 16 Gram-positive and 10 Gram-negative. All bacteria grew at 1 °C
and 25 °C. Isolate ORP26 had the largest colony diameter (0.450 cm) at 25 °C, while ORP22
had the largest diameter (0.300 cm) at 1 °C. The phosphate solubilization test showed that 4
1solates formed a representative halo at 1 °C and 25 °C, while 4 did so only at 1 °C. Regarding
indole-acetic acid production, 16 isolates showed activity at 25 °C. The results of molecular
identification indicated similarity with Pseudomonas mandelii, P. lini, P. baetica,
Sphingobacterium kitahiroshimense, Paenarthrobacter nitroguajacolicus, and Lelliottia

amnigena.

Key words: Psychrotolerant bacteria, rhizosphere, PGPR, IAA, phosphate solubilization.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION
En el Peru, la agricultura es una de las actividades mas importantes en el eje socio-econdmico
y cultural ya que contribuye con la alimentacion, la seguridad alimentaria y generacion de
empleos (Ccama U., Ramirez S. and Mucho, 2019). Sin embargo, se ve afectada por aspectos
climaticos que generan reduccion en la productividad agricola (Castillo, 2021). En regiones
andinas como Cajamarca, las bajas temperaturas son un factor limitante, sobre todo en zonas
que superan los 2 500 m.s.n.m. como el distrito de La Encafiada, donde los cultivos estan
expuestos a un régimen térmico caracterizado por noches frias y con frecuencia de heladas
(Huaman and Veneros, 2018; CENEPRED, 2021; SENAMHI, 2023). Y al ser una region
productora de papa (Solanum tuberosum) que alberga diversidad genética de especies
cultivadas y silvestres, evidencia dafios en el 80 % del follaje, retraso en la germinacion y
tuberizacion, lo que se refleja en pérdidas de produccion (Cabrera and Escobal, 2013; Arcos

et al., 2020).

En este contexto, la rizésfera, es considerada un nicho ecolédgico de crucial importancia
debido a que alberga gran diversidad de microorganismos metabdlicamente versatiles, que
influyen positivamente en el desarrollo de las plantas (Moreno et al., 2018; Basu et al., 2021).
A estas bacterias se las denomina como Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR), ya que desempefian un papel fundamental en la optimizacion del crecimiento y
desarrollo de las plantas, a través de mecanismos como la asimilacion de minerales (fésforo
y potasio), produccion de reguladores del crecimiento (auxinas, giberelinas y citocininas),
sider6foros o sustancias antimicrobianas que suprimen el crecimiento de patogenos vegetales

(Alves et al., 2023; Tripathi et al., 2024).



Dentro de las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) existe un grupo que
se caracteriza por tener la capacidad de habitar entornos frios, a las que se las denomina como
psicrotolerantes, es decir, aquellas capaces de crecer y mantener su actividad metabolica a
temperaturas cerca de los 0 °C pero que pueden desarrollarse a temperaturas Optimas
alrededor de los 30 °C. Esto se debe a que poseen adaptaciones fisiologicas y bioquimicas
que protegen sus estructuras celulares del dafio por congelacion, lo que les ha permitido
desarrollarse y sobrevivir en estos ambientes poco habitables para otros seres vivos, las
mismas que pueden mejorar la estabilidad de los vegetales que se desarrollan bajo
condiciones climaticas adversas como las bajas temperaturas. (Collins and Margesin, 2019;

Mishra, Joshi and Khati, 2020).

Ante esta problematica, el objetivo principal de esta investigacion fue caracterizar bacterias
psicrotolerantes nativas aisladas de la rizosfera de papa, con capacidad promotora de
crecimiento vegetal, provenientes de cultivos de La Encafiada, Cajamarca. Para lo cual, se
realizd una caracterizacion fisiologica (capacidad psicrotolerante), morfoldgica (tincion
Gram) y molecular (16S ARNr), asi como la evaluacion de su potencial promotor mediante
pruebas de produccion de indol y solubilizacion de fosfato. Los resultados de este estudio
aportaran un mayor conocimiento sobre la diversidad microbiana y la relevancia de estas
bacterias en el mejoramiento de la proteccion y resistencia de los cultivos frente a las
temperaturas bajas en nuestra region; ademds, de presentarse como una estrategia
biotecnoldgica prometedora para practicas agricolas mas sostenibles y productivas en

Cajamarca.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion

Tapia, (2020), en un estudio realizado en la zona del volcan Xinantecatl (México), aisld 265
bacterias a partir de la rizosfera de tres plantas nativas (Arenaria, Sisyrinchium y Draba), con
el objetivo de obtener microorganismos psicrotolerantes con caracteristicas promotoras del
crecimiento vegetal. La tasa de crecimiento bacteriana a 28 °C y a 4 °C permitid identificar
cuatro cepas (Psl, Ps2, Ps3 y Ps4) con capacidad psicrotolerante, las cuales fueron
identificadas molecularmente como bacterias del género Pseudomonas. Lograron solubilizar
fosfatos tanto a 4 °C como a 15 °C, a excepcion de una que también pudo hacerlo a 30 °C y
todas produjeron acido indol-acético (IAA). Este estudio resaltd la importancia de estas
bacterias como una herramienta biotecnologica para mitigar los efectos de las bajas

temperaturas en cultivos agricolas.

Enel 2021, Vega et al., con el objetivo de aislar y caracterizar bacterias de la flora silvestre de
la Cordillera de los Andes y la Patagonia de Chile, realizaron el muestreo de la rizosfera de
plantas nativas, logrando aislar un total de 130 bacterias, de las cuales 70 evidenciaron
psicrotolerancia a 4 °C. La identificacion molecular mediante secuenciacion del gen 16S
rRNA, permiti6 clasificarlas en los géneros Pseudomonas, Curtobacterium, Arthrobacter,
Stenotrophomonas, Sporosarcina y Pseudarthrobacter. Asimismo, 42 cepas mostraron
capacidad de producir 4acido indol-acético, evaluada mediante el método colorimétrico de
Salkowski. En cuanto a la solubilizacion de fosfatos, 9 cepas formaron halos de solubilizacion

a temperatura ambiente y a 4 °C, mientras que solo dos (BmP28 y BmR37) lo hicieron



unicamente a temperatura ambiente. La caracterizacion de estas bacterias permitié no solo
identificar especies con potencial agricola, sino también ampliar el conocimiento sobre la

diversidad microbiana adaptada a ecosistemas frios de Sudamérica.

En Polonia, Styczynski et al., (2022), caracterizaron tres especies bacterianas Pseudomonas
sp. ANT HI12B, Psychrobacter sp. ANT H59 y Bacillus sp. ANT WAS5I1, previamente
aisladas de suelos de la Isla Rey Jorge (Antartida). Estas cepas fueron evaluadas por su
capacidad psicrotolerante, observandose que ANT H12B y ANT HS59 crecieron en un amplio
rango de temperaturas, 4 — 30 °C y 4 — 37 °C, respectivamente, mientras que ANT WAS51 lo
hizo entre 10 — 37 °C. Tanto Pseudomonas sp. ANT H12B como Bacillus sp. ANT WAS5I,
fueron capaces de solubilizar fosfato y de producir acido indol-acético a 20 °C. En conjunto,
la evaluacion de estas bacterias psicrotolerantes, demostré su capacidad como agentes
promotores del crecimiento vegetal al aumentar la disponibilidad de foésforo y producir

hormonas vegetales como el acido indol-acético (IAA).

Abdullah et al., (2023), con el objetivo de identificar rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal desarrollaron una investigacion a partir de la rizésfera de trigo cultivado en un campo
agricola de Rawalakot, Pakistan. Aislaron diez bacterias psicrotolerantes (WR15 — WR24),
capaces de crecer en un rango de temperatura de 4 °C - 32 °C. Todas las cepas mostraron
capacidad de solubilizar fosfato tanto a 4 °C como a 28 °C, excepto WR23, que solo lo hizo a
28 °C. Ademas, todas produjeron acido indol-acético a 28 °C. El andlisis de la secuencia
del ARNr 16S revel6 que WR22 presentdé un 99,78 % de similitud con Cupriavidus
campinensis, mientras que WR24 mostr6 una similitud del 99,9 % con Enterobacter ludwigii.
Los autores destacaron estas bacterias como candidatas con potencial biotecnoldgico para

promover el crecimiento del trigo en condiciones de bajas temperaturas.



En el Perti, Ortiz et al., (2017), caracterizaron bacterias PGPR psicrétrofas asociadas al cultivo
de maca (Lepidium meyenii Walp.), aislando 44 cepas a partir de muestras rizosféricas
obtenidas en tres areas de la planicie de Bombon, Junin. Estas bacterias crecieron a
temperaturas de 12 °C y 6 °C, y fueron evaluadas por su capacidad de producir acido indol-
acético (IAA) y solubilizar fosfatos. Doce bacterias produjeron acido indol-acético a 22 °C; 8
al1l2°Cy 16 a6 °C. La actividad de solubilizacion de fosfatos fue mayora 12 °Cy 6 °C que
a los 22 °C. Dentro de los géneros bacterianos identificados molecularmente se encontraron a
Bacillus, Pseudomonas, Paenarthrobacter, Paenibacillus y Cupriavidus. Este estudio
demostré el potencial promotor de crecimiento vegetal de las cepas, constituyendo evidencia
de su capacidad como biofertilizantes, dado que pueden estimular el desarrollo de las plantas

a bajas temperaturas.

En un estudio realizado por Florian, (2019), se evalud la capacidad promotora de crecimiento
vegetal de bacterias de la rizosfera de quinua (Chenopodium quinoa) de la Estacion
Experimental INIA-Salcedo (Puno). Los aislados mostraron crecimiento a temperaturas de 6
°C y 15 °C, indicando su capacidad psicrotolerante, con crecimiento optimo a 28 °C. La
identificacion molecular determindé que pertenecian a los géneros Pseudomonas,
Flavobacterium, Pantoea, Kluyvera 'y Serratia. Todas las bacterias evaluadas produjeron acido
indol-acético (IAA) a 28 °C. En cuanto a la solubilizacion de fosfatos, 13 cepas mostraron
actividad a 6 °C, mientras que 14 lo hicieron a 28 °C. Este estudio evidencid una alta diversidad
de bacterias psicrotolerantes capaces de resistir condiciones de shock por frio asociadas al
cultivo de quinua, de las cuales mas del 50 % mostraron caracteristicas promotoras, como

produccion de acido indol- acético y solubilizacion de fosfatos.



2.2. Bases teoricas

2.2.1. Extremofilos

Son organismos que prosperan en condiciones no fisiologicas, es decir, en entornos
extremos como glaciares, desiertos, ambientes con alta radiacion o metales pesados; que
llegan a ser hostiles e inhospitos para otras formas de vida. Esta capacidad se debe a que
han adoptado mecanismos de regulacion interna (homeostasis) que permiten su desarrollo
y funcionamiento, asi como a desempefiar roles cruciales en el ciclo de nutrientes
disponibles o en la produccion de biomasa a pesar de verse limitados por factores
ambientales (Salwan and Sharma). Los avances en metagenémica y secuenciacion han
permitido conocer diversos mecanismos de adaptacion; ademas, de genes o proteinas
involucradas, siendo de gran importancia biotecnoldgica ya que representan una fuente
ideal de enzimas, biomoléculas y otros metabolitos de interés (Somayaji et al., 2022; Son

et al., 2023).

Los mecanismos de adaptacion que estos organismos han desarrollado giran en torno a las
condiciones en las que se encuentren, es asi que se ha evidenciado modificaciones a nivel
de membrana celular que se refleja en el cambio de la composicion lipidica para mantener
la flexibilidad o rigidez de la misma o variacion en las cargas superficiales; a nivel de
proteinas se observa disminucion o aumento de bases purinas o pirimidinas, disminucion
de la longitud de bucles de superficie, variacion en las interacciones de pares 16nicos,
presencia de proteinas reparadoras y chaperonas; y también se observan modificaciones a
nivel metabdlico como la formacion de biopeliculas, sustancias extracelulares o ciertas
variaciones a nivel enzimatico para permitir la supervivencia en estos entornos (Kochhar

et al.,2022; Somayaji et al., 2022).



Los extremofilos se han clasificado en funcion de la tolerancia al ambiente en el que se
encuentren como temperaturas extremadamente altas (termofilos) o bajas (psicrofilos), pH
altamente acido (acidofilos) o basico (alcalifilos), elevada salinidad (hal6filos), presiones
extremas, en presencia de residuos toxicos y otros habitats adversos (Figura 1) (Basak,
Biswas and Bhattacharyya, 2020). Dentro de este grupo se encuentran algunos organismos
eucariotas como ciertos hongos que toleran pH acidos o alcalinos; microalgas que
soportan altas temperaturas, concentraciones de CO> y metales o liquenes que toleran
temperaturas extremadamente bajas. Ademas de organismos procariotas como bacterias o
arqueas que prosperan en manantiales calientes, lagos salinos o alcalinos, regiones articas;
microorganismos que toleran altas concentraciones de metales, exposicion a radiaciones
o en ambientes con nutrientes limitados (Salwan and Sharma, 2020; Kochhar et al., 2022)

(Dasauni and Nailwal, 2020).
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Figura 1. Habitats de los diferentes tipos de extremofilos (Kochhar et al., 2022).



2.2.2. Bacterias psicrotrofas o psicrotolerantes

Las bacterias tolerantes al frio suelen clasificarse de acuerdo al rango de temperatura en
el que crezcan, las psicroéfilas, tienen una temperatura maxima de crecimiento menor o
igual a 20°C, mientras que las psicrotrofas o psicotolerantes, tienen una temperatura
maxima de crecimiento por encima de 30 °C y una temperatura minima que oscila entre
0y 5 °C, por lo que también se les conoce como mesofilos tolerantes al frio (Bakermans
et al., 2014; Mishra, Joshi and Khati, 2020). Las bacterias psicotolerantes muestran
periodos de latencia muy prolongados cuando se cultivan en condiciones in vitro y estan
muy extendidas en comparacion con los psicrofilos encontrandolos en diversos hébitats,
como lagos antarticos, nieve, glaciares, nicleos de casquetes polares y gotas de nubes

(Wong, Ramli and Son, 2023).

Estas bacterias deben evitar que el estrés térmico altere su actividad enzimatica y la
estabilidad proteica, es por ello, que han desarrollado estrategias para atenuar esta
situacion como por ejemplo, el incremento en la regulacion de enzimas activas en frio que
aumentan la composicion de lipidos insaturados y como resultado mejoran la fluidez de
la membrana; la expresion de helicasas, conocidas como proteinas de choque frio para
estabilizar el ADN/ARN vy el uso de pigmentos carotenoides que permiten la proteccion
frente a la radiacion solar (Gupta et al., 2020). Ademas de la filamentacion bacteriana,
considerada como su principal rasgo adaptativo que se produce inhibiendo la division
celular mediante la pérdida de la formacion de tabiques en condiciones no 6ptimas (Son

etal.,2023).

Es asi que estos microorganismos son de gran interés, por sus diversas aplicaciones

biotecnoldgicas en los sectores agricola, medicinal e industrial porque son capaces de
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producir una variedad de enzimas, antibidticos, péptidos o compuestos anticongelantes y
de presentar multiples caracteristicas que promueven el crecimiento de las plantas
(produccion de sideroforos, acido indol acético, amoniaco y cianuro de hidrégeno;
solubilizacion de zinc, potasio y fosforo; actividad de biocontrol contra fitopatégenos).
Dentro de las secuencias gendmicas de bacterias tolerantes al frio que se han caracterizado
se encuentran los filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Proteobacteria,
Spirochaetes, Firmicutes, Chlamydiae, Mucoromycota, Chloroflexi, Nitrospirae,

Gemmatimonadetes, Planctomycetes 'y Verrucomicrobia (Mishra, Joshi and Khati, 2020).

2.2.2.1. Mecanismos para adaptacion a ambientes frios

A. Modificacion de la membrana celular

El descenso de temperatura genera reduccion en las tasas de difusion, fluidez y
permeabilidad de la membrana, asi como la disminucion de la funcion y movilidad
de proteinas incrustadas. La fluidez depende de la temperatura de transicion de fase
de la membrana (Tm), necesaria para que la membrana pase de fase liquida a fase
gel, ya que las temperaturas bajas generan procesos de congelacion de la bicapa
lipidica (Gupta et al., 2020). Por ello, los psicrotolerantes han adoptado
modificaciones especificas como la produccion a mayor velocidad de 4cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFAs), tales como el eicosapentaenoico,
araquidonico y el docosahexaenoico (Hassan et al., 2020; Tendulkar et al., 2021);
ademas, de la produccion de acidos grasos de cadena ramificada (AGCR) y acidos
grasos insaturados (AGI), glicolipidos, lipidos polares no comunes y carotenoides

(Figura 3) (Basak, Biswas and Bhattacharyya, 2020).



Es asi que el cambio en la composicion lipidica de la membrana y la temperatura,
inducen a "adaptaciones homeoviscosas", donde se forman dominios de fase gel que
evitan la pérdida de fluidez en la membrana celular (Tendulkar et al., 2021).
Ademas, el aumento de la cantidad de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
(LC-PUFA) mantienen la fluidez de la membrana y contrarrestan el estrés causado
por especies reactivas de oxigeno (ROS), generando proteccion frente al estrés
oxidativo a bajas temperaturas (Pecl, Blier, and Dufresne, 2025). Algunos
pigmentos de membrana también han demostrado aumentar la rigidez de la
membrana y contribuir con la proteccion frente a la radiacion UV (especialmente en
glaciares) y la captacion de luz, como en el caso de Synechococcus lividus y

Pseudoalteromonas spp. (Kochhar et al., 2022; Somayaji et al., 2022).

B. Modificaciones de proteinas.

Las bacterias psicrotolerantes poseen pequefias proteinas monocatenarias conocidas
como proteinas de choque frio (CSP) las mismas que se unen al 4cido nucleico
contribuyendo a la regulacion de procesos celulares como el plegamiento de
proteinas, transcripcion, traduccion y la fluidez de las membranas (Zhou et al.,
2021). Otro tipo de proteinas que se sobreexpresan en respuesta a bajas
temperaturas, son las proteinas de aclimatacion al frio (CAPs), sintetizadas para
mantener el ciclo celular y el crecimiento (Furhan, 2020). Ademas, poseen pequeias
proteinas anticongelantes o fijadoras de hielo (AFP) que se encargan de frenar el

crecimiento de cristales de hielo y la recristalizaciéon, reducen el punto de
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congelacion adsorbiendo al hielo y detienen la congelacion (Biatkowska et al.,
2020). Por otro lado, las proteinas nucleantes de hielo (INPs) pueden impedir el
enfriamiento rapido del agua induciendo la cristalizacion del hielo a temperaturas

cercanas al punto de fusion (Figura 2) (Somayaji et al., 2022).

Algunas de las estructuras proteicas también sufren modificaciones evidenciando
mayor contenido de bucles, aumento de alanina (Ala) y glicina (Gly), diminucion
de Ile, arginina (Arg), prolina (Pro) y (Leu) permitiendo mayor flexibilidad de la
membrana y un coste energético bajo (Kochhar et al., 2022). Asimismo, existe una
flexibilidad conformacional de las enzimas debido a la menor rigidez del ntcleo
proteico y a la reduccion de las interacciones entre los interdominios, donde la
alanina (Ala) se sustituye por acido glutdmico, lisina por arginina (Arg) y valina por
alanina (Ala), proporcionando de esa manera mayor estabilidad y especificidad a
bajas temperaturas (Basak, Biswas and Bhattacharyya, 2020). El aumento de la
citocromo C oxidasa y la ATP sintasa han evidenciado en bacterias provenientes del
permafrost artico mantener su metabolismo energético celular y sus niveles de ATP

a bajas temperaturas (Son et al., 2023).
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Figura 2. Proceso de nucleacion para la supervivencia de bacterias psicrotolerantes

mediante proteinas nucleadoras de hielo (INPs) (Gupta ef al., 2020).

C. Otras moléculas reguladoras en psicrofilos.

Las bacterias psicrotolerantes responden a su entorno, a través de la sintesis de
algunos solutos compatibles como manitol, betaina, sorbitol, trehalosa, glicina y
glicerol y de biosurfactantes que contribuyen a restablecer el equilibrio osmotico,
reduciendo el punto de congelacion, estabilizando proteinas y membranas,
mejorando el plegamiento proteico (Jin et al., 2022). Por otro lado, las sustancias
poliméricas extracelulares forman peliculas de gel alrededor de bacterias,
reduciendo el estrés osmotico y la desecacion actuando como barreras de difusion
de solutos, mientras que las chaperonas promueven una replicacion, transcripcion y

traduccion eficientes (Figura 3) (Somayaji ef al., 2022).
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Algunas de estas bacterias acumulan osmolitos orgénicos o solutos compatibles para
prevenir la pérdida de agua y la contraccion celular, permitiendo restablecer el
equilibrio osmotico durante la congelacion; asimismo, pueden reducir el punto de
congelacion y la temperatura de transicion vitrea coloidal (Tg) (De Maayer et al.,
2014). Se ha evidenciado, que muchas de ellas producen sustancias poliméricas
extracelulares multifuncionales, que desempefian un papel crucial al inhibir el
crecimiento y la recristalizacion del hielo, protegiendo ademas frente al estrés
osmotico y a los dafios por desecacion (Jahed et al., 2023). Del mismo modo, los
chaperones presentes en algunos microorganismos adaptados al frio facilitan el
plegamiento y la estabilidad de las proteinas, asi como la proteccion del material

genético contra el deterioro (Furhan, 2020).
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Figura 3. Mecanismos de proteccion de bacterias psicrotolerantes (Gupta et al.,
2020).
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2.2.3. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal o por sus siglas en inglés PGPR, son
consideradas bacterias de vida libre que colonizan la rizésfera y que tienen la capacidad
de ejercer un efecto beneficioso en el desarrollo de las plantas, mediante diversos
mecanismos como la proteccion contra fitopatdogenos (hongos, bacterias, nematodos, etc.),
mejora de la disponibilidad de nutrientes para la planta hospedera, disminucion de la
produccion de etileno o mejora de compuestos estimulantes, como las fitohormonas
(Figura 4) (Palacio-Rodriguez et al, 2022). Algunos géneros reportados
son Pseudomonas, Rhizobium, Acinetobacter,
Aeromonas, Agrobacterium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Flavobacterium, entre

otros (Basu et al., 2021).
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Figura 4. Mecanismos de accion de las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

(PGPR) en las plantas (Hasan et al., 2024).
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2.2.3.1. Mecanismos de promocion del crecimiento

A. Produccion de Acido Indol-acético

El acido indol-acético (IAA) es una auxina de origen natural y funcional presente en
las plantas, que influye en procesos como la division celular, elongacion, diferenciacion
y desarrollo del fruto, lo que evidencia su importancia en la fisiologia vegetal (Tang et
al., 2023). Ademas, desempefia una funcion crucial en la expansion de las paredes
celulares de las raices, mejorando la exudacion radicular; que a su vez influye en la
composicion y actividad de bacterias rizosféricas capaces de utilizar estos exudados
radiculares (Feng et al., 2024). Su produccion no se limita solo a las plantas, sino que
también es sintetizada por microorganismos como las bacterias promotoras del

crecimiento vegetal (PGPR) (Etesami and Glick, 2024).

Se calcula que aproximadamente el 80 % de las bacterias rizosféricas tienen la
capacidad de sintetizarla mediante rutas metabolicas dependientes o independientes del
triptofano, siendo el L-triptofano el precursor mas eficaz (Lata, Abdie and Rezene,
2024). Entre estas rutas, la via que involucra el 4cido indol-3-piravico (IPyA) destaca
como una de las principales en la sintesis de IAA por parte de bacterias, en la que el
gen IpdC juega un papel fundamental al codificar la enzima responsable de transformar
el IPyA en IAA (Figura 5) (Bunsangiam et al., 2019). La sintesis de [AA por bacterias
asociadas a la rizosfera impacta positivamente en distintas fases del crecimiento
vegetal, incluyendo la germinacion de semillas, desarrollo de raices y brotes, asi como

en el aumento de la biomasa total (Lata, Abdie and Rezene, 2024).
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dependiente del L-triptéfano (Bunsangiam et al., 2019).

La produccion del IAA como metabolito secundario derivado del L-triptofano, es
utilizado para interactuar con las plantas como parte de su estrategia de colonizacion,
que va desde la fitoestimulacion a la patogénesis (Giang et al., 2024). Puede aumentar

el nimero de pelos radiculares y raices laterales de la planta, aumentando la absorcion
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de nutrientes en el suelo, acelerando el crecimiento de las plantas (Linda et al., 2024).
Se ha identificado que diversas cepas de PGPR presentes en la rizosfera son capaces
de producir IAA, entre ellas se encuentran géneros como Azospirillum, Enterobacter,
Azotobacter, Klebsiella, Alcaligenes faecalis, Azoarcus, Serratia, Enterobacter,

Bacillus, Pseudomonas 'y Rhizobium (Suliasih and Widawati, 2020).

B. Solubilizacion de fosfatos

El fosforo (P) es considerado como el segundo macronutriente mas importante en las
plantas, ya que desempefia numerosas funciones relacionadas con el crecimiento,
desarrollo y metabolismo vegetal (Kayoumu et al., 2023). Forma parte de la
composicion estructural de diversas coenzimas, fosfoproteinas, fosfolipidos y acidos
nucleicos que intervienen en procesos como la fotosintesis, metabolismo del carbono
y la formaciéon de membranas (Bandita Pati and Sanhita Padhi, 2021). Sin embargo,
el 95-99% del fosforo del suelo se encuentra de forma insoluble, lo que lo convierte
en un importante factor limitante del crecimiento de las plantas, debido a ello, existen
bacterias que desempefian un papel crucial en la disponibilidad de iones de fosfato
para las plantas; a través, de mecanismos como la quelacion o la produccion de

enzimas extracelulares (Pan and Cai, 2023; Mengesha and Legesse, 2024).

La adquisicion de fosforo en las plantas con la ayuda de bacterias solubilizadoras de
fosfato (PSB) es crucial para incrementar su rendimiento (Bargaz et al., 2021). La
produccion de acidos organicos es el principal mecanismo de solubilizacion del

fosfato mineral, donde los microorganismos liberan acidos orgédnicos que actiian
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como buenos quelantes de cationes divalentes del calcio (Ca2+) disminuyendo el pH
del suelo y liberan fosfatos solubles a partir de compuestos insolubles de fosforo
(Figura 6) (Paulraj et al., 2020). Ademas, enzimas como fitasas, liasas y fosfatasas
producidas por estas bacterias, también pueden solubilizar fosforo organico (Prasad
et al., 2022). Géneros como Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium Arthrobacter,
Burkholderia, Enterobacter, Microbacterium, Mesorhizobium, Flavobacterium y

Serratia se han reportado como solubilizadores de fosforo (Gupta et al., 2022; Wang

et al., 2023).
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Figura 6. Mecanismo de solubilizacion de fosfato por PSB (Pan and Cai, 2023).

2.2.4. Microbioma asociado a la rizosfera de papa

La importancia de los microbiomas asociados a plantas es determinante para el crecimiento
y la salud vegetal, ya que mejora su tolerancia frente al estrés abidtico y las protege contra
patdgenos transmitidos por el suelo (Martinez and Galvan, 2023). La rizosfera al ser una

zona rica en nutrientes del suelo, alberga gran actividad microbiana, considerandose uno de
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2.2.5.

los ecosistemas mas complejos, que media la relacion entre plantas y microorganismos
(Yang et al., 2024). La colonizacién de la rizosfera es una de las caracteristicas mas
importantes de las rizobacterias que determina la supervivencia y propagacion, este proceso
es determinado por la cantidad y composicion de los exudados radiculares como azlicares,
aminoacidos, acidos grasos, reguladores de crecimiento, entre otros, los mismos que
establecen el tipo de microorganismos que predominardn y colonizaran esta zona (Liu et

al., 2024).

Por ello, el microbioma de la papa (Solanum tuberosum); cuarto cultivo esencial a nivel
mundial, realiza funciones importantes para contribuir con su crecimiento y desarrollo,
donde la composicion y la variabilidad de microorganismos depende de aspectos como el
compartimento de la planta, siendo mas diverso en el suelo y la rizosfera (Petrushin,
Filinova and Gutnik, 2024). Asi mismo, la etapa de desarrollo y el genotipo de la planta, las
condiciones ambientales y el tipo de suelo también son determinantes. Los filos mas
abundantes en la rizosfera de papa son Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria,
Bacteroidetes, = Ascomycota, = Mortierellomycota,  Fimicutes, = Planctomycetes'y
Basidiomycota y a nivel de género, Sphingomonas, Pseudomonas, Flavobacterium,
Streptomyces, Pseudeurotium, Bacillus, Microdochium, entre otros (Gu et al., 2022; Faist

et al., 2023).

Cajamarca

El Departamento de Cajamarca se localiza en la zona norte del pais, cubre una superficie

de 33 318 Km?, que representa el 2,6 por ciento del territorio nacional. La altura de la region
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2.2.6.

2.2.7.

oscila entre los 400 m.s.n.m. (Provincia de Cutervo) y los 3 550 m.s.n.m. (Provincia de
Chota) (MINSA, 2024). Tiene un clima seco, templado y soleado durante el dia y frio en la
noche. La temperatura media anual maxima en de 21 °C, mientras que la minima media en
de 6°C, con temporada de lluvias intensas de diciembre a marzo. El enfriamiento es fuerte
durante las noches claras, lo que ocurre sobre todo en los meses secos, en los cuales aumenta

la incidencia de heladas (Hijmans, 1999; Alcantara et al., 2022).

Importancia de la papa en Cajamarca

En Cajamarca, la papa (Solanum tuberosum) es uno de los cultivos mas representativos ya
que forma parte de la alimentacion bésica y el sustento econémico para los agricultores de
la region, siendo de gran valor cultural y parte de las tradiciones culinarias locales
(Rimarachin et al., 2024). Actualmente, tiene una influencia del 21.2 % en el Valor Bruto
de Produccion (VBP) agricola provincial, con una superficie sembrada de 3 6449 ha, con
una produccion de 16 264, 50 toneladas y un rendimiento promedio de 8.371 t/ha

(MINAGRI, 2025).

Métodos de identificacion bacteriana

2.2.7.1. Caracterizacion fenotipica

Los métodos fenotipicos se basan en las caracteristicas observables de las bacterias,
permitiendo su identificacion en funcion de las observaciones macro y microscopicas

como la morfologia o apariencia de las colonias, caracteristicas fisiologicas,
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bioquimicas y metabdlicas, tincion Gram, entre otras (Angulo, 2021; Martinez and
Galvan, 2023). En el caso de las PGPR se evalua la capacidad de produccion de acido
indolacético (IAA); empleando la técnica colorimétrica con el reactivo de Salkowski
(Gordon and Weber, 1951), donde se observa el viraje del medio a un color rosa-rojo;
asi como la capacidad de solubilizar fosfatos, mediante la formacion de un halo en el

medio de cultivo alrededor de la colonia (Nautiyal, 1999; Bakki et al., 2024).

Tincion Gram

La tincion de Gram es una herramienta fundamental para diferenciar distintos tipos
de bacterias segun su coloracion, morfologia y asociacion (Ogodo, Agwaranze, Daji
and Aso, 2022). Distingue entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas al
colorear estas cé¢lulas de rojo (Gram-negativas) o violeta (Gram-positivas), de
acuerdo con la composicion de su pared (Sahni and Prasad, 2021). Este método
emplea cristal violeta, un colorante con afinidad por el peptidoglicano de la pared
bacteriana, seguido de la aplicacion de lugol, que actiia como mordiente y favorece
la retencion del complejo cristal violeta-yodo dentro de la pared celular.
Posteriormente, la mezcla de alcohol-acetona genera deshidratacion de la pared y el
cierre de los poros en bacterias Gram positivas, mientras que en Gram negativas
produce la disolucion de su membrana externa, lo que impide la retencion del
colorante primario, por tltimo, se coloca fucsina, que tifie las bacterias que no logran
retener el complejo cristal violeta-yodo (Corrales and Caycedo, 2020; Paray et al.,

2023).
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2.2.7.2. Caracterizacion molecular mediante 16S ADNr

El ARN ribosomal 16S es la macromolécula mas utilizada para estudios de filogenia
y taxonomia bacteriana, con 1 500 pb, que genera polimorfismo necesario para
establecer diferencias (Suarez-Contreras and Yafiez-Meneces, 2020). Como toda
secuencia de nucleotidos de cadena sencilla, se pliega en una estructura secundaria
compuesta por regiones altamente conservadas intercaladas con nueve regiones
variables (V1-V9) (Fida et al., 2021), siendo las regiones conservadas apropiadas
para la union de cebadores lo que conlleva a una mayor cantidad de taxones
bacterianos diferentes, mientras que las regiones variables permiten la exclusion de
estos taxones dentro de diferentes entornos microbianos (Abellan-Schneyder et al.,
2021).

La identificacion mediante secuenciamiento del gen 16S consiste en la extraccion del
ADN gendmico mediante lisis alcalina, seguida de una PCR en conjunto con los
cebadores especificos al gen para delimitar la region a comparar, el producto se
secuencia para proseguir con un alineamiento e identificar homologias en
comparacion con alguna base de datos (Hong et al., 2024). Algunas bases de datos
utilizadas para la identificacion de bacterias son: European Molecular Biology
Laboratory (EMBL-nucleotide), GenBank y National Center for Biotechnology

Information (NCBI) (Martinez and Galvan, 2023).
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CAPITULO III

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

3.1. Nivel de Investigacion

Descriptivo.

3.2. Tipo y Diseiio de investigacion

El presente estudio es de tipo basico con disefio experimental.

3.3. Diseiio metodolégico

3.3.1. Material Biologico

26 aislamientos de PGPR psicrotolerantes de la rizosfera de papa.

Marco muestral

Todas las bacterias provenientes de suelo rizosférico de cultivos de papa en el distrito de La
Encafiada y que potencialmente son psicrotolerantes y a la vez promotoras del crecimiento

vegetal.

Unidad de estudio

Cada uno de los aislamientos bacterianos psicrotolerantes con caracteristicas PGPR.
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3.4. Procedimientos

34.1.

3.4.2.

Localizacion y descripcion del sitio de muestreo

La recoleccion de muestras se realizo en el distrito de La Encafada, provincia de
Cajamarca, ubicada a 3098 m.s.n.m. que se caracteriza por la marcada incidencia
de temperaturas bajas, donde la media anual varia de 1 °C a 15 °C y rara vez es
menor a -1°C. En la temporada fresca, entre los meses de junio y agosto, la
temperatura minima promedio es de 1 °C y la maxima es 13 °C. Los principales
cultivos de la zona son la papa, el trigo oca y maiz (COEN, 2018; Vilchez et al.,

2013).

Coleccion de muestras

Las muestras fueron colectadas en un terreno de cultivo de papa en el distrito de
La Encafiada (7°07'36.44"S 78°20'49.91"W), provincia de Cajamarca (Figura 7).
Se recolectaron 5 plantas de la variedad amarillis, en etapa de prefloracion, junto
con la porcion de suelo circundante a sus raices, a una profundidad aproximada de
20 cm. Las muestras se colocaron en bolsas de plastico de primer uso dentro de un
cooler con gel packs, manteniendo una temperatura cercana a 5 °C, hasta su
procesamiento en el laboratorio de Sanidad Animal del Instituto Nacional de

Innovacion Agraria (INIA), Bafios del Inca, Cajamarca (Apéndice 2).
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Figura 7. Ubicacion geografica del sitio de muestreo en el distrito de La Encanada,

Cajamarca. Fuente Google Earth.

3.4.3. Aislamiento de bacterias psicrotolerantes de rizosfera de papa

Se prepard una muestra compuesta de rizésfera de aproximadamente 100 g y se la
someti6 a shock de frio por 3 horas a 1 °C en una refrigeradora, siguiendo la
metodologia de Florian, (2019). Posteriormente, se prepar6d la muestra madre en
un frasco estéril con 10 g de rizdsfera y suero fisioldgico en una proporcion 1:10.
A partir de ello, se realizaron diluciones sucesivas con solucion salina al 0,85 %
(desde 10" a 10 en tubos de ensayo correctamente rotulados, por duplicado
(Apéndice 3 — figura 9 y 10). De cada dilucidn, se tomaron alicuotas de 100 uL y
se sembraron en placas Petri con medio Plate Count Agar (PCA), por duplicado.
Las placas se incubaron a 1 °C en una refrigeradora por un periodo de 8 dias (192

horas).

25



3.4.4.

3.4.5.

Después del periodo de incubacion, se seleccionaron y aislaron las colonias
bacterianas que mostraron caracteristicas morfolégicas predominantes en placa
como la elevacion, color, forma y consistencia. Posteriormente, se purificaron en
placas Petri con agar nutritivo (AN), realizdndose de 2 a 3 repiques e incubandolas

a25°C.

Caracterizacion morfoldogica

Las bacterias previamente aisladas y purificadas se sembraron en Agar Nutritivo
(AN) e incubaron por 48 h a 28 °C. Posteriormente, se realizé la tincion Gram

como se describe en el Anexo 1.

Crecimiento a diferentes temperaturas

Para evaluar la capacidad psicrotolerante de las bacterias, se reactivaron las
colonias en caldo nutritivo por 24 h a 25 °C, hasta obtener una poblacion
aproximada de 10® UFC-mL". Se sembré por triplicado en placas con agar
nutritivo, mediante estriado y se incub6 a 1 °C y a 25 °C por 9 y 3 dias,
respectivamente. Posterior al tiempo de incubacidon se hizo la medicion del
didmetro de las colonias con ayuda de un vernier, para evaluar la influencia de la

temperatura en el crecimiento bacteriano (Florian, 2019).
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3.4.6. Evaluacion de la capacidad promotora de crecimiento vegetal

A. Produccion de acido indol-acético (IAA)

Se empled el protocolo colorimétrico de Gordon & Weber (1951). Las bacterias
se reactivaron en caldo nutritivo (CN) y se sembraron en tubos con caldo levadura
manitol (LMC) suplementado con L-triptofano 1 g-L*! (Huasasquiche, Moreno
and Jiménez, 2020). El pH del medio se ajust6 a 7,0. La incubacion se realizo a
25 °C por 7 dias. El control positivo fue la cepa BacL y el control negativo la
cepa P10 proporcionados por el Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA).
Posteriormente, cada muestra se coloc6 en un tubo Falcon de 50 mL y se
centrifug6 a 1200 rpm por 5 min. En tubos de ensayo se adiciond una alicuota de
250 pL de sobrenadante y 1 ml de reactivo de Salkowski (Florian, 2019; Alcarraz
et al., 2019) (Anexo 2). Se incubaron en oscuridad por 30 min a temperatura
ambiente para evaluar el viraje de color de la solucion, de amarillo a tonalidades
rojizas, lo que indicé un resultado positivo. Segun la intensidad de color en la
prueba se considero tres niveles cualitativos de produccion: nivel bajo (+), nivel

medio (++) y nivel alto (+++).

B. Solubilizacion de fosfatos

Las bacterias se reactivaron en caldo nutritivo por 24 h a 25 °C. A partir de la
suspension se tomod 4 ul de cada aislado bacteriano y se inocul6 por triplicado en
placas Petri con el medio basal National Botanical Research Institute’s Phosphate

(NBRIP), a un pH de 7 (Anexo 3). La evaluacion se realiz6 a las temperaturas de
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1 °C y 25 °C, por 8 dias. Se tomdé como positivos los aislamientos que
evidenciaron la formacion de un halo transparente alrededor de la colonia
(Nautiyal, 1999) y como pardmetro para seleccionar las bacterias con mayor
capacidad solubilizadora, el indice de Solubilizacion (IS), mediante la Férmula

1.

_ Didmetro de la colonia + Didmetro del halo

Didmetro de la colonia

Foérmula 1. Indice de Solubilizacion (Becerra et al., 2012).

3.4.7. Caracterizacion molecular

Aquellas bacterias que presentaron la capacidad de ser psicrotolerantes al crecer a
1 °C y a 25 °C, ademds de producir IAA y/o solubilizar fosfatos fueron
seleccionadas para ser caracterizadas molecularmente mediante la secuenciacion

del gen 16S rRNA.

Para ello, las bacterias fueron reactivadas en caldo nutritivo (CN) y sembradas en
placas con agar nutritivo (AN) e incubadas a 25 °C por 24 horas. Cada placa se
rotuld con el codigo del aislamiento bacteriano correspondiente, se sellaron con
Parafilm y se enviaron a identificar a través de la técnica de Sanger en Macrogen

(Chile) por servicios externos con la empresa MASED (Pert1).
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3. 4. 8. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se empled una ficha de recoleccion de datos, en la que se detallo las caracteristicas
morfologicas de las bacterias observadas en placa y los resultados de la tincion
Gram; ademas, de los didmetros de las colonias a 2 temperaturas de crecimiento
para evaluar la capacidad psicrotolerante de las bacterias. Se agregaron los datos
obtenidos en la evaluacion de la produccion de IAA y la solubilizacion de P, como

parte de la evaluacion de la capacidad PGPR (Apéndice 1).

3.4.9. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Cada evaluacion se realizd por triplicado para garantizar la fiabilidad de los
resultados. Se elabord una base de datos en Microsoft Excel, detallando cada uno
de los parametros evaluados. Posteriormente, se utilizo el software IBM SPSS
Statistics version 25, para el analisis de los datos obtenidos, con un nivel de
confianza del 95% y un p < 0.05; para establecer diferencias estadisticas

significativas. Se elaboraron tablas y graficos descriptivos.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS

4.1.1.

4.1.2.

Aislamiento de bacterias psicrotolerantes de rizosfera de papa

Tras el periodo de incubacion de las placas a 1 °C, se observo crecimiento bacteriano
a las 192 horas (8 dias) (Apéndice 3 — Figura 11). Se logrd aislar un total de 26
colonias bacterianas que evidenciaron crecimiento en la placa y se purificaron para la
caracterizacion morfoldgica, fisiologica y las pruebas de caracterizacion de la

capacidad promotora de crecimiento vegetal.

Caracterizacion morfoldégica

Se aislaron un total de 26 colonias bacterianas, las mismas que se caracterizaron macro
y microscdpicamente en base a su morfologia como se describe en la Tabla 1. El color
mas frecuente fue el crema con 76,9 %, seguido de las tonalidades blanco y amarillo,
ambas con un 11,5 %. Se observo que solo el 46,2 % fueron colonias bacterianas
traslucidas y el 73,1 % fueron de tamafio mediano. Asi también, se observo que las
caracteristicas con mayor presencia en las bacterias fueron: forma circular (96,2 %),
elevacion convexa y elevada (50,0 % en ambas), borde entero (96,2 %), en cuanto a
textura, predomind la mucoide (80,8 %) seguido del liso (3,8 %). Al someterlas a
tincion Gram, 16 bacterias (61.5 %) fueron grampositivas, mientras que 10 bacterias
(38.5%) fueron gramnegativas y todas evidenciaron una morfologia bacilar como se

observa en el Apéndice 4.
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Tabla 1. Caracterizacion morfoldgica macroscopica y microscopica de las bacterias aisladas.

Cédigo del Caracteristicas macroscopicas de las colonias bacterianas Caracteristicas microscopicas
aislamiento Forma Margen Elevacion  Translicido Color Tamaifio Textura Tincion Gram Forma
ORP1 Circular Entero Convexa No Amarillo Mediana Mucoide + Bacilos
ORP2 Circular Entero Elevada Si Crema  Mediana Mucoide + Bacilos
ORP3 Circular Ondulado Convexa Si Crema  Mediana Mucoide + Bacilos
ORP4 Circular Entero Convexa No Crema  Mediana Mucoide - Bacilos
ORP5 Circular Entero Elevada Si Crema  Mediana Mucoide + Bacilos
ORP6 Circular Entero Elevada Si Crema  Mediana Mucoide + Bacilos
ORP7 Puntiforme Entero Elevada Si Blanco  Pequena Mucoide + Bacilos
ORPS8 Circular Entero Elevada Si Crema  Mediana Mucoide + Bacilos
ORP9 Circular Entero Elevada Si Crema  Mediana Mucoide + Bacilos
ORP10 Circular Entero Convexa Si Crema  Mediana Mucoide + Bacilos
ORP11 Circular Entero Elevada No Crema  Pequena Mucoide + Bacilos
ORP12 Circular Entero Convexa No Blanco  Pequefia Mucoide + Bacilos
ORP13 Circular Entero Elevada Si Crema  Mediana Mucoide - Bacilos
ORP14 Circular Entero Convexa No Crema  Mediana Mucoide + Bacilos
ORP15 Circular Entero Convexa No Amarillo Grande Mucoide - Bacilos
ORP16 Circular Entero Convexa No Blanco  Pequefia Mucoide - Bacilos
ORP17 Circular Entero Convexa No Crema  Pequeia Mucoide - Bacilos
ORP18 Circular Entero Elevada Si Crema  Mediana Mucoide - Bacilos
ORP19 Circular Entero Elevada No Amarillo Mediana Mucoide + Bacilos
ORP20 Circular Entero Elevada No Crema  Mediana Mucoide - Bacilos
ORP21 Circular Entero Convexa No Crema  Mediana Mucoide + Bacilos
ORP22 Circular  Entero Convexa No Crema  Pequefia  Mucoide - Bacilos
ORP23 Circular Entero Convexa No Crema  Mediana Mucoide - Bacilos
ORP24 Circular Entero Elevada Si Crema  Mediana Mucoide + Bacilos
ORP25 Circular Entero Elevada Si Crema  Mediana Lisa + Bacilos
ORP26 Circular Entero Convexa No Crema  Mediana Mucoide - Bacilos
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4.1.3. Caracterizacion fisiologica

La evaluacion del crecimiento de las bacterias a dos temperaturas diferentes,
permitieron mostrar que todas crecieron a 1 °C y a 25 °C, durante los 9 y 3 dias de
incubacion, respectivamente (Apéndice 5), siendo respaldada con las mediciones del
diametro de las colonias bacterianas. A la temperatura de 25 °C, las bacterias
manifestaron didmetros de crecimiento comprendidos entre 0,450 y 0,067 cm, donde
los aislados ORP26, ORP4, ORP3, ORP22, ORP25, ORP23 mostraron mayor
crecimiento con valores promedios de 0,450 cm, 0,317 cm, 0,283 c¢m, 0,233 cm, 0,242
cmy 0,225 cm, respectivamente. Mientras que, a 1 °C, los diametros variaron de 0,3 a
0,001 cm, siendo ORP22, ORP25, ORP23, ORP26 y ORP14 las colonias bacterianas
que presentaron mayor didmetro de crecimiento con valores promedio entre 0,300 cm,
0,200 cm, 0,175 cm, 0,167 cm y 0,133 cm, respectivamente como se puede observar a

continuacion en la Tabla 2 — Grafico 1.

Diametro (cm) de colonias bacterianas a 2 temperaturas

Codigo del
aislamiento

25°C 1°C
Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion
1 2 3 1 2 3
ORP1 0.375 0.125 0.150 0.001 0.001 0.030
ORP2 0.100 0.300 0.250 0.001 0.001 0.001
ORP3 0.150 0.300 0.400 0.001 0.003 0.100
ORP4 0.100 0.400 0.450 0.001 0.002 0.030
ORP5 0.050 0.050 0.100 0.002 0.002 0.002
ORP6 0.100 0.190 0.150 0.050 0.080 0.100
ORP7 0.080 0.110 0.160 0.050 0.100 0.100
ORPS8 0.050 0.150 0.150 0.001 0.002 0.020
ORPY 0.040 0.120 0.130 0.050 0.050 0.050
ORP10 0.090 0.220 0.300 0.050 0.080 0.090
ORP11 0.080 0.250 0.270 0.050 0.050 0.050
ORP12 0.100 0.250 0.270 0.050 0.100 0.100
ORP13 0.050 0.150 0.150 0.004 0.050 0.050
ORP14 0.100 0.180 0.200 0.100 0.150 0.150
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ORP15 0.050 0.200 0.270 0.040 0.050 0.050

ORP16 0.100 0.200 0.200 0.005 0.050 0.050
ORP17 0.050 0.100 0.100 0.005 0.005 0.005
ORP18 0.050 0.125 0.200 0.050 0.050 0.100
ORP19 0.050 0.100 0.100 0.005 0.005 0.005
ORP20 0.050 0.100 0.200 0.050 0.050 0.050
ORP21 0.175 0.225 0.250 0.002 0.005 0.009
ORP22 0.200 0.225 0.275 0.325 0.325 0.250
ORP23 0.200 0.225 0.250 0.150 0.150 0.225
ORP24 0.100 0.125 0.125 0.050 0.050 0.050
ORP25 0.100 0.350 0.275 0.100 0.150 0.350
ORP26 0.200 0.550 0.600 0.100 0.200 0.200

Tabla 2. Diametro de las colonias bacterianas creciendo a las temperaturas de 25 °Cy 1 °C

El Griafico 1 compara los didmetros promedios de crecimiento de las colonias bacterianas a
25 °C (barras azules) y 1 °C (barras naranjas). A 25 °C, se observa que la mayoria de las
bacterias presentan un crecimiento notoriamente mayor, mientras que a 1 °C es

significativamente més reducido, con didmetros que en su mayoria no superan los 0, 1 cm.

Comparacion del diametro promedio de colonias a 25 °Cy 1 °C
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Grafico 1. Comparacion del diametro promedio de colonias bacterianas a 25 °Cy 1 °C.
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4.1.4. Evaluacion de la capacidad promotora de crecimiento vegetal

Produccion de acido indol-acético (IAA)

La evaluacion de la capacidad de produccion de IAA de las bacterias psicrotolerantes
mediante la prueba colorimétrica, evidencié que solo 16 aislados resultaron ser
positivos para esta capacidad al mostrar viraje de color del medio de amarillo a
tonalidades rojizas, después de adicionar el reactivo de Salkowski (Apéndice 6). La
Tabla 3 describe los resultados obtenidos respecto a la capacidad y nivel de produccion
de TAA a 25 °C, donde los aislamientos ORP3, ORP10, ORP13, ORP17, ORP22 y
ORP23 mostraron un alto nivel de produccion (+++) de IAA. Por otro lado, los
aislamientos ORP2, ORP8, ORP11, ORP14, ORP18, ORP20, ORP21, ORP25 y
ORP26 mostraron un nivel de produccion medio (++) y solo el aislado ORP19
evidencid bajo nivel de produccion (+). En el Grafico 2 se resume la distribucion de
los niveles de producciéon de acido indol-acético (IAA) entre los aislamientos

bacterianos.

Produccion de IAA a temperatura de 25 °C

Codigo del aislamiento

Produccion Nivel de Produccion
ORP1 No -
ORP2 Si ++
ORP3 Si A=
ORP4 No -
ORP5 No -
ORP6 No -
ORP7 No -
ORP8 Si ++
ORP9 No -
ORP10 Si A=E
ORP11 Si ++
ORP12 No -
ORP13 Si A
ORP14 Si ++
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ORPI5
ORP16
ORP17
ORP18
ORPI19
ORP20
ORP21
ORP22
ORP23
ORP24
ORP25
ORP26

No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si

+++
++

++
++

+++

+++
++
++

Tabla 3. Produccién de 4cido indol-acético de los aislamientos psicrotolerantes a 25 °C.

Distribucién de niveles de produccién de IAA (25 °C)

10

Numero de aislamientos

9

10

T
++ +++
Nivel de produccion

Grafico 2. Distribucion de los niveles de produccion de acido indol-acético de los

aislados bacterianos a 25 °C.

Solubilizacion de fosfatos

De los 26 aislamientos bacterianos, solo 8 evidenciaron la capacidad de solubilizar

fosfato mediante la formacion de un halo alrededor de la colonia bacteriana, después de

ser sembradas en medio NBRIP e incubadas a 1 °C y a 25 °C (Apéndice 7). La Tabla 4
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describe los indices de solubilizacion de cada bacteria, donde ORP5, ORP6, ORP22 y
ORP23 formaron el halo representativo tanto 1 °C como a 25 °C, con indices de
solubilizacion (IS) promedio de 1,15 cm, 1,20 cm, 1,20 cm y 1,20 cm, respectivamente
a 1 °C, mientras que a 25 °C fueron de 1,40 cm, 1,40 cm, 2,43 cm y 2,11cm. Por otro
lado, los aislados ORP7, ORP13, ORP15 y ORP16, solo evidenciaron formacion de halo

a 1 °C, con indices de solubilizacion promedio de 1,10 cm, 1,20 cm, 1,20 cm y 1,50 cm,

respectivamente.
Indice de solubilizacién (cm) a 2 temperaturas
Cadigo del 1°C 25°C
aislamiento Medicion Mediciéon Mediciéon Medicion Medicion Medicion
1 2 3 1 2 3
ORP1 0 0 0 0 0 0
ORP2 0 0 0 0 0 0
ORP3 0 0 0 0 0 0
ORP4 0 0 0 0 0 0
ORP5 1,15 1,14 1,15 1,40 1,40 1,40
ORP6 1,20 1,20 1,15 1,40 1,40 1,40
ORP7 1,10 1,10 1,10 0 0 0
ORP8 0 0 0 0 0 0
ORP9 0 0 0 0 0 0
ORP10 0 0 0 0 0 0
ORP11 0 0 0 0 0 0
ORP12 0 0 0 0 0 0
ORP13 1,20 1,20 1,19 0 0 0
ORP14 0 0 0 0 0 0
ORP15 1,20 1,20 1,19 0 0 0
ORP16 1,50 1,49 1,50 0 0 0
ORP17 0 0 0 0 0 0
ORP18 0 0 0 0 0 0
ORP19 0 0 0 0 0 0
ORP20 0 0 0 0 0 0
ORP21 0 0 0 0 0 0
ORP22 1,20 1,20 1,20 2,43 2,42 2,43
ORP23 1,20 1,20 1,19 2,11 2,11 2,10
ORP24 0 0 0 0 0 0
ORP25 0 0 0 0 0 0
ORP26 0 0 0 0 0 0

Tabla 4. Indice de solubilizacién de fosfatos de los aislamientos psicrotolerantes.

36



En el grafico 3, se muestra una comparacion del indice promedio de solubilizacion de
fosfatos de cada aislamiento a 1 °C y 25 °C. A 1 °C, se registro actividad, con valores
entre 1,10 y 1,50 cm, destacando los aislamientos ORP5, ORP6, ORP7, ORP13, ORP15,
ORPI16, ORP22 y ORP23. En contraste, a 25 °C el nimero de aislados bacterianos
solubilizadores fue menor, pero los indices alcanzaron valores superiores, sobresaliendo

ORP22 (2,43 cm) y ORP23 (2,11 cm).

Comparacion del indice de solubilizacién a 1 °Cy 25 °C

251 mm 1°C

25°C

2.09

1.5 -

1.0

indice de solubilizacién (cm)
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Grafico 3. Comparacion del indice promedio de solubilizacion de fosfatos de los

aislados bacterianos a 1 °C y 25 °C.

4.1.5. Identificacion molecular

Las bacterias enviadas a secuenciar a través de la identificacion del gen 16S rRNA, en
Macrogen (Chile) por servicios externos con la empresa MASED (Pert) fueron los

aislados con cdédigo ORP26, ORP15 (se enviaron por duplicado), ORP22, ORP23,
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ORP20, ORP13, ORP16, ORP5, ORP6 y ORP7 debido a que, evidenciaron la
capacidad de ser psicrotolerantes al crecer a 1 °C y a 25 °C; ademas, de producir [AA

o solubilizar fosfato como capacidades de promocion de crecimiento vegetal.

La identificacion a nivel de especie se realizo a través del analisis de las secuencias de
ADN obtenidas y se compararon con la base de datos de referencia del National Center
for Biotechnology Information (NCBI), empleando BLASTn (Basic Local Alignment
Search Tool). Considerandose las coincidencias con una identidad > 99 % y valores de

E-value estadisticamente significativos.

El anélisis mediante BLASTn, comparé las secuencias de cada aislamiento con las
secuencias presentes en la base de datos del NCBI. Los resultados evidenciaron que los
aislados ORP13 y ORP20 mostraron una similitud del 99,72 % con Pseudomonas
baetica (NR _116899.1). Las bacterias ORP22 y ORP23 una similitud del 99,66 % y
99,59 %, respectivamente con Pseudomonas lini (NR_029042.2). Asi mismo, los
aislados ORP15 y ORP26, mostraron similitud del 99,25% y 99,72 % con
Sphingobacterium  kitahiroshimense (NR041636.1) y Pseudomonas mandelii
(LT629796.1), respectivamente. Por otro lado, ORP6, ORP7, ORP16 mostraron
similitud del 99,71 %, 99,85 % y 99,42 %, respectivamente con Lelliottia amnigena
(MZ713064.1), mientras que ORP5 mostr6 una similitud del 99,56% con

Paenarthrobacter nitroguajacolicus (0Q918310.1), como se describe en la Tabla 5.
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Identificacion molecular mediante gen 16S ARNr
Codigo del | Especie relacionada Longitud | E-value % N° de
aislamiento (pb) Identidad | accesion
ORps | Pacnarthrobacter 1479 0.0 | 99,56 | 0Qo18310.1
nitroguajacolicus
ORP6 Lelliottia amnigena 1410 0.0 99,71 MZ713064.1
ORP7 Lelliottia amnigena 1410 0.0 99,85 MZ713064.1
ORP13 | Pseudomonas baetica 1496 0.0 99,72 NR 116899.1
ORP15 |>Phingobacterium 1490 0.0 | 9925 |NR 041636.1
kitahiroshimense
ORP16 | Lelliottia amnigena 1410 0.0 99,42 MZ713064.1
ORP20 | Pseudomonas baetica 1496 0.0 99,72 NR 116899.1
ORP22 | Pseudomonas lini 1517 0.0 99,66 NR _029042.2
ORP23 | Pseudomonas lini 1517 0.0 99,59 | NR _029042.2
ORP26 |/ scudomonas 7041758 | 0.0 | 99,72 | LT629796.1
mandelii

Tabla 5. Identificacion de bacterias psicrotolerantes nativas de rizosfera de papa con

capacidad promotora de crecimiento vegetal a partir de andlisis por BLASTn del gen 16S

ARNTr.
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4.2. DISCUSION

La agricultura, al ser estrechamente dependiente de las condiciones ambientales, se ve
particularmente amenazada por los factores climaticos adversos (Castillo, 2021). En
regiones andinas, el descenso de las temperaturas representa un problema recurrente,
pues limita el rendimiento de los cultivos y compromete la productividad agricola
(Garcia, 2022). Ante este panorama, los microorganismos benéficos asociados a plantas,
como las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), han emergido como
una alternativa biotecnoldgica relevante. En particular, las cepas psicrotolerantes
destacan por su capacidad para inducir respuestas fisioldgicas y bioquimicas que
mejoran la tolerancia de las plantas al estrés abidtico (Vasseur-Coronado et al., 2021).
Esto también subraya la necesidad de conservar y manejar adecuadamente la dindmica
microbiana del suelo para la sostenibilidad de los sistemas agricolas (Posada ef al., 2021;

Hasan et al., 2024).

El aislamiento de bacterias a partir de suelo rizosférico constituy6 uno de los primeros
pasos de este estudio, debido a la alta diversidad de bacterias asociadas a las plantas
(Ortiz-Galeana et al., 2018). Las rizobacterias, ofrecen una colonizacién mas extensiva
del sistema radicular y promueven el crecimiento vegetal mediante mecanismos como
la fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosfatos, produccion de fitohormonas como
acido indol acético (IAA) y gibelerinas (GA) o la induccion de resistencia sistémica
(ISR) (Ehinmitan et al., 2024). Estos procesos resultan determinantes en la movilizacion

y disponibilidad de nutrientes en el suelo, favoreciendo su absorcion y el desarrollo de
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las plantas (Fasusi, Babalola and Adejumo, 2023), lo que respalda la importancia de los

aislamientos obtenidos.

Ademas, la aplicaciéon de un choque de frio favoreci6 la seleccion de bacterias
psicrotolerantes, capaces de mantener su metabolismo y protegerse frente al
congelamiento mediante modificaciones estructurales y sintesis de proteinas
anticongelantes (Barauna et al., 2017). Este comportamiento concuerda con lo reportado
en investigaciones previas, donde se establece que la composicion y la actividad
microbiana son sensibles a cambios de temperatura y humedad; sin embargo, estas
mismas condiciones permiten el desarrollo de microorganismos tolerantes al frio (Kang
et al., 2022). La tolerancia térmica varia considerablemente entre especies bacterianas.
Kaira, Dhakar and Pandey, (2015) demostraron en su estudio que ciertas bacterias
pueden crecer en un rango amplio, desde 4 °C hasta 45 °C, con un 6ptimo cercano a 25
°C. De manera similar, Mykytczuk et al., (2013) reportaron que otras bacterias pueden
dividirse incluso a —15 °C y mantener actividad metabodlica a —25 °C gracias a
modificaciones en la membrana y a la produccion de proteinas asociadas al estrés por

frio.

En este estudio, todas las bacterias aisladas lograron crecer tanto a 1 °C como a 25 °C,
evidenciando su capacidad psicrotolerante. No obstante, se observaron diferencias en los
diametros de las colonias a 1 °C oscilaron entre 0,001 y 0,3 cm, mientras que a 25 °C
alcanzaron valores mayores, entre 0,067 y 0,450 cm, lo que confirma que, aunque estas
bacterias pueden adaptarse al frio, su metabolismo es mds activo en condiciones

mesofilas, resultados que se contrastan con lo realizado por Floridn, (2019), quien
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determind en bacterias aisladas de la rizdsfera de quinua diametros de crecimiento entre
0,594 y 1,734 cm a 6 °C, 0,641 y 2,317 cm a 15 °C, y de 0,513 a 2 cm a 28 °C,
confirmando su caracter psicrotolerante. Resultados similares fueron descritos por Vega
et al., (2021) al aislar bacterias psicrotrofas de rizosferas de cultivos silvestres con
crecimiento a 4 °C, y por Araya et al, (2020), quienes identificaron 77 cepas
psicrotolerantes procedentes de la rizosfera de plantas antarticas capaces de crecer

también a 4 °C.

En cuanto a la produccion de acido indol acético (IAA), se determind mediante un
ensayo colorimétrico con el reactivo de Salkowski, tras el cultivo de los aislamientos en
medio caldo levadura manitol (CLM) suplementado con L-triptofano. Los resultados de
esta prueba demostraron que 16 aislamientos resultaron positivos cuando crecieron a 25
°C indicando su potencial capacidad promotora de crecimiento vegetal. Estos datos
coinciden con lo reportado por Ratnaningsih et al., (2023), donde se demuestra la
formacién de indol por la coloracion rosada del medio tras la adicion del reactivo de
Salkowski en bacterias rizosféricas, siendo la cepa NCTBS5I la de mayor produccion. De
manera similar, Parvin et al. (2020), reportaron la produccion de IAA a 28 °C en
bacterias aisladas de la rizésfera de palma aceitera, mientras que Santos y Rigobelo
(2021) identificaron tres cepas de Enterobacter sp. (IP11, IP14, IP24) con elevada

capacidad de sintetizar [AA aisladas de suelos rizosféricos de cafia de azucar.

La produccion de fitohormonas como el 4cido indol-acético, constituye uno de los
principales mecanismos en plantas para la formacion de raices laterales, elongacion de

pelos radiculares y de raices adventicias (Ratnaningsih et al., 2023). En bacterias, puede
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ser sintetizada por diferentes vias de produccion siendo la via del indol-3-acetamida
(IAM) la més estudiada, teniendo como precursor al L-triptéfano, donde las enzimas
triptofano-2-monooxigenasa y la [AM-hidrolasa catalizan su conversion a IAA (Zhang

et al., 2019).

La capacidad de solubilizacion de fosfatos también es un mecanismo clave para
determinar la promocion de crecimiento vegetal en las bacterias de la rizosfera, debido
a que les permite transformar compuestos insolubles de fosfatos en formas mas
disponibles para la absorcion que realizan las plantas durante su desarrollo (De Zutter et
al., 2022; Pang et al., 2024). En este estudio, la evaluacion de esta capacidad, mediante
la formacion de un halo alrededor de la colonia bacteriana en medio NBRIP, revel6 que
los aislados presentaron mayores indices de solubilizacion a 25 °C (1,40 — 2,43). No
obstante, el aislado ORP16 destacé al mantener dicha capacidad a bajas temperaturas,
alcanzando un indice de 1,50 cm a 1 °C. Este hallazgo sugiere que ciertos aislados
pueden conservar su potencial solubilizador incluso en condiciones de frio. Resultados
similares fueron reportados por Abdullah er al, (2023), quienes observaron la
solubilizacion de fosfatos en bacterias psicrofilas cultivadas a 4 °C (IS: 1,11-1,91) y a
28 °C (IS: 1,06-2,6). De manera concordante, Bakki et al., (2024) informaron que 16
aislados fueron capaces de solubilizar fosfatos después de 24—72 h de incubacion a 28

°C.
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Asimismo, el uso del medio NBRIP en esta evaluacion permiti6 evidenciar con claridad
la capacidad solubilizadora de los aislados, con halos claros y definidos en la placa, datos
que se respaldan con resultados semejantes reportados por Li et al., (2025) quienes
observaron que este medio facilitd una deteccion clara de los halos de solubilizaciéon por
parte de bacterias rizosféricas aisladas. La principal ventaja de NBRIP frente a otros
medios es su mayor sensibilidad y precision, ya que carece de fuentes de carbono
complejas que pueden interferir en la solubilizacion real de fosfatos, permitiendo

cuantificar hasta tres veces mas fosforo soluble (Nautiyal, 1999).

La identificacion molecular mediante el gen 16S ARNr permitio establecer que los
aislamientos bacterianos presentaron un alto grado de similitud con especies como
Pseudomonas mandelii, P. lini y P. baetica, asi como con Lelliottia amnigena,
Sphingobacterium kitahiroshimense y Paenarthrobacter nitroguajacolicus. Entre ellas,
el género Pseudomonas ha sido ampliamente reportado como uno de los principales
PGPR, debido a su capacidad para sintetizar IAA, fijar nitrogeno, solubilizar fosfatos
(Parvin et al., 2020; Pérez-Garcia et al., 2023) y actuar como agente de biocontrol frente
a fitopatogenos (Wang et al., 2024), contribuyendo de manera significativa al
crecimiento y rendimiento de las plantas. Su corto tiempo de regeneracion y rapida
multiplicacion favorecen su amplia distribucion en la rizésfera, asi como su
supervivencia en condiciones ambientales desfavorables (Motta, Salazar and Sanchez,
2022). Ademas, se ha descrito que algunas especies de este género presentan tolerancia
al frio, atribuida a mecanismos fisioldgicos y moleculares como la expresion diferencial

de proteinas de membrana, modificacion en la fluidez del dominio hidrofébico de los
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LPS, la hidroxilacion de los mismos a 4 °C y la presencia de una ARN polimerasa capaz

de mantener la transcripcion a 0 °C (Pavankumar, Mittal and Hallsworth, 2021).

De manera complementaria, diversos estudios refuerzan el papel de Pseudomonas como
un género prometedor en la promocion del crecimiento vegetal a bajas temperaturas,
como la investigacion de Knezevi¢ et al., (2021), donde reportan su capacidad para
producir TAA, sider6foros, solubilizacion de fosfato y presentar notable actividad
antifungica. Algo similar describe Negi et al. (2011), demostrando la capacidad de tres
especies de Pseudomonas sp., de crecer a 8°C después de 12 h de incubacion,
permitiendo confirmar su tolerancia al frio, ademas de solubilizar fosfatos. Asimismo,
Chumpitaz-Segovia ef al., (2020) caracterizaron Pseudomonas que crecierona 4,6y 15
°C, con dos cepas ILQ215 (P. silesiensis) y JUQ307 (P. plecoglossicida) que mostraron
efectos significativamente positivos en el crecimiento vegetal al producir [AA,
solubilizar fosfato, crecimiento en un medio libre de nitrogeno y produccion de ACC
deaminasa a 6 y 15 °C. Estos antecedentes coinciden con los resultados de este estudio
donde los aislados ORPI13, ORP20 (Pseudomonas baetica), ORP22, ORP23
(Pseudomonas lini) y ORP26 (Pseudomonas mandelii), mostraron capacidad
psicrotolerante al crecer tanto a 1 °C como a 25 °C, ademas de solubilizar fosfatos a 1
°Cy producir &cido indol-acético a 25 °C, confirmando su potencial como promotora de

crecimiento vegetal.
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Por otro lado, Sphingobacterium, ha sido reportado como un grupo de bacterias Gram
negativas, que incluye especies con capacidades de promocion del crecimiento vegetal
(PGP), tales como la produccion de TAA, la solubilizacion de fosfatos y la fijacion de
nitrégeno (Vaishnav et al., 2020). Diversos estudios indican que presentan un rango de
crecimiento que puede abarcar de 4 °C a 37 °C, sin tolerar temperaturas de 42 °C o
superiores, dependiendo de la cepa (Matsuyama et al., 2008). Por ejemplo, Sharma y
Chatterjee (2018), reportaron que la cepa S. kitahiroshimense LT-2, es psicrotolerante,
ya que crece a temperaturas tan bajas como 4 °C. Asimismo, Ahmed et al., (2014),
describen que la cepa NCCP-246 T crece entre 16 °C y 37 °C (6ptimo a 32 °C),
mostrando gran similitud con S. canadense, ademas de evidenciar la produccion de [AA
y la capacidad de solubilizar fosfatos. Los resultados de este estudio coinciden con
dichas evidencias, ya que el aislado identificado como Sphingobacterium
kitahiroshimense exhibi6 crecimiento tanto a 1 °C como a 25 °C, con mayor desarrollo
a la temperatura mas alta. Sin embargo, mostr6 capacidad de solubilizar fosfato
unicamente a 1 °C, lo que sugiere una regulacion diferencial de este rasgo en funcion de

la temperatura.

Asi también, la capacidad de P. nitroguajacolicus para solubilizar fosfatos a 1 °C,
observada en esta investigacion, concuerda con reportes previos que destacan su
potencial como bacteria promotora del crecimiento vegetal. Tal es el caso, del estudio
realizado por Salimi et al. (2023), donde identificaron una cepa aislada de la rizésfera
de pistacho con alta eficiencia en la solubilizacion de fosfato, asi como tolerancia a estrés

salino, lo que se tradujo en mejoras fisiologicas en las plantulas. Por su parte, Lelliottia
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amnigena también ha sido reportada como una bacteria solubilizadora de fosfatos.
Boédalo et al., (2023) demostraron que la cepa J29 de L. amnigena aislada de rizomas de
jengibre, fue capaz de solubilizar fosfato, ademas de producir acido indol-acético (IAA),
formar biofilm y presentar actividad antifingica, lo que se tradujo en mejoras en el
crecimiento y vigor de plantas bajo condiciones controladas. Estos datos se contrastan
con los obtenidos en esta investigacion, donde se reporta la capacidad de solubilizar
fosfatos de esta especie bacteriana a 1 °C. y a 25 °C. Asimismo, otros trabajos han
sefalado que ciertas cepas de L. amnigena integradas en consorcios de bacterias
solubilizadoras de fosfato contribuyen significativamente a la movilizacion de fosfatos

en ensayos en placas como en suelo, lo que refuerza su aplicacidon en sistemas agricolas

reales (Li et al., 2024).

En conjunto, los resultados de esta investigacion contrastaron la hipotesis demostrando
que las bacterias aisladas de la rizosfera de Solanum tuberosum — papa, poseen capacidad
psicrotolerante al crecer a bajas temperaturas y que, ademads, presentan potencial para
promover el crecimiento vegetal, combinando mecanismos como la produccion de acido
indol-acético (IAA) y la solubilizacion de fosfatos. Estos hallazgos amplian el
conocimiento sobre la diversidad funcional de microorganismos nativos de zonas frias.
El presente trabajo, no solo aporta datos relevantes sobre bacterias PGPR
psicrotolerantes, sino que también sirve como una base para futuras investigaciones
orientadas al mejoramiento vegetal y la optimizacion de précticas agricolas en regiones

de bajas temperaturas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

— Se logré aislar 26 bacterias psicrotolerantes nativas de la rizésfera de papa de un
campo de cultivo en el distrito La Encanada, Cajamarca. Los aislados mostraron
crecimiento tanto a 1 °C como a 25 °C.

— Se determind que 16 bacterias produjeron 4cido indol-acético (IAA) a 25 °C al virar
el color del medio de amarillo a tonos rojizos. Asimismo, los aislados ORPS5, ORP6,
ORP22 y ORP23 mostraron la capacidad de solubilizar fosfato mediante la formacion
del halo de solubilizacion tanto a 1 °C como a 25 °C, mientras que los aislados ORP7,
ORP13, ORP15 y ORP16, solo formaron el halo solubilizacion a 1 °C. Estos datos
indicaron la capacidad promotora de crecimiento vegetal de los aislamientos.

— La identificacion molecular mediante la secuenciacion del gen 16S ARNr determiné
gran porcentaje de similitud de los aislados bacterianos con las especies Pseudomonas
lini, P. mandelii y P. baetica, asi como con las especies Sphingobacterium

kitahiroshimense, Paenarthrobacter nitroguajacolicus y Lelliottia amnigena.
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5.2. RECOMENDACIONES

Desarrollar estudios a nivel genémico de las bacterias psicrotolerantes aisladas, con
el proposito de identificar los genes especificos asociados con la capacidad de
promover el crecimiento vegetal y los mecanismos que poseen de tolerancia a bajas
temperaturas.

Es necesario desarrollar ensayos en condiciones de invernadero y de campo, que
permitan validar la eficacia de estas bacterias como inoculantes microbianos y, a su
vez, comprender mejor sus interacciones ecoldgicas con el suelo, la rizésfera y las
plantas hospederas.

Realizar evaluaciones de co-inoculacion y conformacion de consorcios microbianos
con bacterias psicrotolerantes, a fin de determinar posibles efectos sinérgicos que
potencien su capacidad de promover el crecimiento vegetal y su resiliencia en
ambientes frios.

Explorar la aplicacion biotecnologica de estos aislados para el disefio de
biofertilizantes microbianos adaptados a regiones de bajas temperaturas, lo que podria

contribuir a mejorar la productividad agricola de cultivos sensibles al frio.
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APENDICES

APENDICES Y ANEXOS

Apéndice 1 — Ficha de recoleccion de datos para caracterizacion de bacterias

N o
Aislamiento

Caracterizacion morfolégica

Caracterizacion fisiolégica

1°C

25°C

Forma

Margen

Elevacion

Translicido

Color

Tamario

Textura

Tincion Gram (+/-)

1 2

2

Produccion
TAA (Si/No)

Solubilizacion de P

1°C

25°C
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Apéndice 2 — Muestreo de la rizosfera de plantas de papa

Figura 8. Muestreo de la rizosfera de papa en un terreno de cultivo en el distrito La Encafiada,
Cajamarca. A. Recoleccion de plantas de papa y suelo rizosférico B. Muestra compuesta de

la rizésfera de papa.

Apéndice 3 — Proceso de aislamiento de bacterias mediante diluciones sucesivas en

solucion salina al 0,85 %.

En la figura 9 y 10 se observa el proceso de la preparacion de la muestra madre, donde se
pesaron 10 g de suelo y se colocaron en un frasco tapa rosca con solucion salina al 0,85 %,
realizdndose una mezcla homogénea. La figura 11 muestra el crecimiento de las bacterias en

placas Petri después de la incubacion a 1 °C para el aislamiento.
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Figura 10. Muestra madre compuesta por suelo de la rizosfera y solucion salina al 0,85 %.
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Figura 11. Crecimiento de las bacterias en placas después de la incubacion a 1 °C.

Apéndice 4 — Resultados de la observacion microscopica de las bacterias aisladas.

Aislamiento Observacion con microscopio éptico | Tincion Gram y forma del
bacteriano (1000x) aislado bacteriano

ORPS

Gram positivo - bacilos

1000x
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ORP6

ORP7

ORP13

Gram negativo - bacilos
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ORP15

Gram negativo - bacilos

ORP20

1000x Gram negativo - bacilos

ORP22

Gram negativo - bacilos

1000x
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Gram negativo - bacilos

1000x

Gram negativo - bacilos

Apéndice 5 — Resultados de la capacidad psicrotolerante de bacterias aisladas

incubadas a1 °Cy a 25 °C.
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AISLAMIENTO
BACTERIANO

CRECIMIENTO A 2 TEMPERATURAS

1°C

25°C

ORP3

ORP4

ORP13

ORP14
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ORP15

ORP20

ORP22

ORP23
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ORP25

ORP26

Apéndice 6 — Evaluacion de la capacidad de produccién de Acido indol-acético (IAA)

mediante la prueba colorimétrica a 25 °C.

Figura 12. Control negativo (P10) y control positivo (BacL) para prueba de produccion de
Acido indol-acético.
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Figura 13. Resultados de la produccion de acido indol-acético (IAA) de los aislados
bacterianos a 25 °C. A) Produccion de IAA, por la cepa ORP22 con nivel alto (+++) de
produccion. B) Produccion de TAA, por la cepa ORP15 con nivel medio (++) de produccion.
C) Produccion de TAA, por la cepa ORP26 con nivel bajo de produccion (+). D) No hay

produccion de IAA, cepa ORP16.
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Apéndice 7 — Resultados de la capacidad de solubilizacion de fosfatos de las bacterias

aisladas a1 °Cy a 25 °C.

SOLUBILIZACION DE FOSFATO

COLONIA TEMPERATURA
BACTERIANA 1°C 25°C
O
g
ORP5 .
40 o
- . .
- . .




ORP15

ORP16

ORP22

ORP23
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Apéndice 8 — Resultados de la capacidad de solubilizacion de fosfatos de las bacterias

aisladas a 1 °C.

SOLUBILIZACION DE FOSFATO

COLONIA TEMPERATURA
BACTERIANA 1°C

ORP13

ORP20

ORP26

76



ANEXOS

Anexo 1 — Caracteristicas morfologicas de las colonias bacterianas

Forma * % L) *— * % &:

Puntiforme Circular Filamentosa Irregular Rizoide Fusiforme

— s D ofh

Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbonada

Entero Ondulado Lobulade Erosionado Filamentoso Rizado

Elevacion

Figura 14. Caracteristicas morfologicas de bacterias sembradas en placa (Universidad

Latina de Panama, 2022).

Anexo 2 — Procedimiento para la tincion Gram

Colocar sobre una lamina portaobjetos un pequefio in6culo de agua destilada o solucion

salina.

- Tomar una asada de la colonia bacteriana y transferirla al portaobjetos. Fijar la muestra
con calor de 3 a 4 veces con el frotis hacia arriba.

- Afadir sobre las bacterias fijadas cristal violeta por 1 minuto.

- Enjuagar con agua destilada o agua de grifo.

- Afadir Lugol, dejando actuar 1 minuto. Enjuagar.

- Anadir el decolorante, alcohol acetona durante 10 segundos. Enjuagar.

- Anadir el colorante de contraste safranina, por menos de 1 minuto.
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- Enjuagar con agua y dejar secar.

- Observar al microscopio con una gota de aceite de inmersion (100x).

Fuente: (Paray et al., 2023)

Anexo 3 - Composicion del Reactivo de Salkowski

Compuesto quimico Cantidad
FeCls 45¢g L1
H2SO4 10,8 M

Fuente: (Alcarraz, Heredia and Julian, 2019)

Anexo 4 - Composicion del Medio National Botanical Research Institute's phosphate

growth medium (NBRIP)

Compuesto quimico Cantidad

Glucosa 10 g-L™

Cas3(PO4) 2,5gL!

MgCl,-6H20 5g L
MgSO4-7TH>O 0,25 g-L!

KCl 0,2 gL

(NH4)2S04 0,1 gL

Fuente: (Nautiyal, 1999)
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