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Evaluacion de la actividad de tres microorganismos psicrofilos frente al
crecimiento y desarrollo vegetal de plantulas de Albahaca (Ocium

basilicum) y Menta (Mentha piperita) susceptibles a bajas temperaturas

RESUMEN

Los glaciares de la Antartida son un ecosistema diverso con muchos tipos de
microorganismos que, por estar en un ambiente extremo, pueden tener potencial
biotecnolédgico y ser utilizados como soluciones desde la bioprospeccion. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el posible potencial que tienen algunas bacterias aisladas del
ecosistema Antartico, frente al crecimiento y desarrollo vegetal en dos plantas
aromaticas: Menta y Albahaca. La metodologia consisti6 en verificar la viabilidad y
pureza de las especies bacterianas congeladas en el Cerapio de la Universidad Colegio
Mayor de Cundinamarca, procedentes de la Antartida, establecer su funcionalidad en el
desarrollo y crecimiento de las plantas utilizando medios de cultivo especificos in vitro,
seleccionar las que presentaron los mejores resultados en estas pruebas y realizar
bioensayos en condiciones de cielo abierto con plantulas aroméaticas susceptibles al frio,
utiizando pruebas con control, midiendo el crecimiento de tallo y raiz, nimero de hojas
y cambios de color o aspecto en filosfera. Los principales resultados evidenciaron que la
Menta no se vié beneficiada en su desarrollo con ninguna de las bacterias seleccionadas,

pero, la albahaca, si demostré desarrollo en su crecimiento e incluso, llegé a la fase
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reproductiva con florescencia para las tres bacterias utilizadas. Se concluyd que los
microorganismos psicrofilos seleccionados AL 10, AL11 y AL 16 identificadas
anteriormente como los géneros de Brewvundimonas, Artrhobacter y Pseudomonas,
pueden ser Utiles para la proteccion y desarrollo de Albahaca (Ocium basilicum) en
condiciones de cielo abierto. Se recomienda controlar algunas variables para futuros
experimentos y verificar con otros ensayos funcionales in vivo y no solamente in vitro.
Palabras clave: Microorganismos psicroéfilos, promotores de crecimiento vegetal, plantas

aromaticas, actividad bioquimica.
Estudiante: Nicolas Andres Buitrago Tovar.
Docente: Ligia Consuelo Sanchez Leal.

Fecha: Junio 2022
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INTRODUCCION

En Colombia, las plantas aromaticas, medicinales, de condimento y afines, son cultivos
con buena productividad e interés comercial. Se caracterizan por contener cantidades de
compuestos quimicos facilmente perceptibles por el olfato. Estas propiedades las hacen
parte de una cadena de produccion que garantiza la comercializacion del producto y, asi
mismo, se asegura del desarrollo social y econdmico de los agricultores (1). En
Colombia, se presenta una gran variedad de especies de plantas aromaticas a lo largo
del territorio, siendo el principal productor el departamento de Cundinamarca (2). De
acuerdo con encuestas realizadas por el Instituto Alexander Von Humboldt en el pais,
las especies con mayor volumen comercial son la caléndula (Calendula officinalis), la

alcachofa (Cynara scolymus) y la valeriana (Valeriana officinalis) (3).

Segun estudios en la region de Sumapaz (Cundinamarca), los cultivos de plantas
aromaticas se vieron afectados por distintos factores que ocasionaron pérdidas incluso
del 50% (4). Dentro de los factores asociados a las pérdidas, esta la sensibilidad de
algunas aromaticas como Albahaca (Ocimum basilicum L) y Menta (Mentha piperita L) a
los descensos de las temperaturas, las cuales se pueden presentar en las noches y
afectar la produccion (5-7). Por lo tanto, el factor clima, (especialmente el frio) y las
heladas, representan pérdida en la produccién de cultivos de plantas aromaticas que son

sensibles a estos cambios de temperatura.

Para promover el crecimiento y desarrollo de las plantas bajo cualquier condicién, se
requiere la disponibilidad de varios nutrientes esenciales que, generalmente, se
encuentran en el suelo, pero que no pueden ser absorbidos por el organismo vegetal, ya
gue dichas moléculas se encuentran disponibles de maneras muy complejas para ser
asimiladas (8). Esta disposicion que requieren las plantas depende de la actividad
biolégica de los microorganismos que se encuentran en la rizosfera, sitio donde se
activan actividades bioquimicas cuando la planta emerge y pasa por las diferentes etapas

fenoldgicas.
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Se ha observado que, aunque las rizobacterias en terrenos montafiosos hacen su aporte
en nutrientes a la planta, la actividad metabodlica de estos microorganismos se detiene o
cambia por las bajas temperaturas a las que se ven expuestas. Ademas de los problemas
nutricionales, las plantas que crecen en climas frios deben enfrentarse a condiciones
adversas del ambiente, como la humedad, el pH y la salinidad del suelo; todos estos
factores, afectan directamente el crecimiento y produccién agricola, ocasionando asi un
descenso en la produccion y, en consecuencia, en los ingresos econdémicos de las

comunidades que subsisten de estas formas de produccion (9,10).

La Antartida ha sido una fuente de estudio muy diversa para distintos campos
profesionales, como es el caso de la microbiologia, en dénde se ha demostrado en
diversos estudios, que microorganismos que se desarrollan naturalmente en estas
condiciones presentan caracteristicas Utiles que benefician el desarrollo en plantas en
climas frios, ya que logran darles proteccion, nutricion y promueven su crecimiento. El
objetivo del presente trabajo es analizar las diferentes capacidades bioquimicas de las
bacterias aisladas y viables de la Antartida mediante pruebas in vitro utilizando medios
de cultivo que demuestran reacciones especificas Utiles en el desarrollo de las plantas,
e In vivo, a través de bioensayos a cielo abierto para observar la relacién que establecen
con plantulas de albahaca y menta en cuanto a crecimiento y desarrollo, mediante la
medicién de la longitud del tallo y raiz, nimero de hojas y cambios de color o aspecto.
Los bioensayos incluyeron un control de las plantas en un ambiente protegido de los
cambios de temperatura para verificar la sanidad de las plantas y su desarrollo sin

condiciones adversas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad de tres microorganismos psicroéfilos frente al desarrollo vegetal
de las plantas aromaticas de Albahaca y Menta susceptibles a disminuir su produccion

por las bajas temperaturas, utilizando bioensayos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.Verificar la pureza y viabilidad de las cepas bacterianas procedentes de la Antartida

conservadas en el cerapio de la UCMC.

2.Establecer in vitro la funcionalidad bioquimica de los microorganismos y su utilidad en

el desarrollo y crecimiento de las plantas.

3.Desarrollar un bioensayo en plantas aromaticas de Albahaca y Menta susceptibles al
frio para comprobar si los microorganismos psicrofilos seleccionados eran capaces de

mejorar las condiciones de desarrollo y crecimiento de las plantas en estudio.
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1. ANTECEDENTES

A continuacion, se presentan las principales investigaciones previas sobre los
microorganismos y su utilidad en el desarrollo de plantas y semillas. En los primeros afios
se describen investigaciones en donde se comprueba la actividad sobre el crecimiento y

desarrollo de plantas utilizando bacterias.

Cavalca y colaboradores en 2009, analizaron una comunidad rizobacteriana asociada
con las raices del cardo silvestre en contacto con un suelo contaminado con arsénico.
Dentro de los aislamientos realizados, se encontraron 13 microrganismos, de los cuales
el mas importante fue Ancylobacter dicloromethanicum ya que fue capaz de reducir el
arsenato y el 6xido de sodio en el suelo circundante a los cardos, por lo que se supone

gque posee un gran potencial en el crecimiento de plantas en suelos contaminados.

Dhara Sachdev y colaboradores en 2009 evaluaron la diversidad de especies de
Acinetobacter en la rizosfera de diferentes campos agricolas, el estudio y la
caracterizacion in vitro de los aislados de los cultivos mostraron rasgos como la fijacion,

produccion de sideréforos y solubilizacion de minerales.

Marquez y colaboradores en 2010, investigaron la diversidad microbiana en raices de
tomate de cascara mexicana y evaluaron como su actividad influye en el crecimiento de
la planta, por medio de ensayos moleculares (amplificaciony secuenciacion de los genes
de ADN16s) se encontr6 una diversidad de géneros bacterianos, dentro de estos:
Stenotrophomonas (21,9%), Microbacterium (17,1%), Burkholderia (14,3%), Bacillus
(14,3%) y Pseudomonas (10,5%).
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Lei Zhao en 2012 aisl6 una cepa bacteriana con la capacidad de degradar compuestos
y pesticidas clorpirifos y ademas con la capacidad de generar diversos compuestos Utiles
para la promocion de crecimiento vegetal como lo son la produccién de &cido indol-3-

acético, produccion de acidosy siderdéforos.

Montafies et al, en 2012, probaron 22 bacterias endofiticas aisladas de plantas de maiz
para evaluar su efecto en el crecimiento vegetal, las cuales se identificaron y
caracterizaron mediante la presencia de nifH, produccion de IAA, sideroforos y fosfatos.
Por medio de los resultados se detectd la capacidad de P. fluorescens (EMA68) y
Rhanellaspp. (EMA83) para promover el crecimiento en brotes de maiz, ya que aumento
significativamente el crecimiento de la radicula en comparacion con el de los controles

sin inoculacion.

En esta investigacion realizada por Nath et al en 2014 se observa por primera vez la
actividad que tienen comunidades extremdfilas (incluido el ser psicréfilas) en el desarrollo
y crecimiento de las plantas, evaluando las diferentes comunidades microbianas de los
desiertos frios del Himalaya noroccidental por medio de técnicas moleculares. Los
resultados demostraron un total de 232 cepas bacterianas. Posteriormente, fueron
seleccionadas por sus atributos de promocion del crecimiento de las plantas, que
incluyeron la produccion de amoniaco, HCN, &cido giberélico, IAA y sideréforos;
solubilizacion de fosforo y actividad de ACC desaminasa. Ademas, el ensayo evalla la
actividad antifangica de los mismos frente a Rhizoctonia solani y Macrophomina

phaseolina.

Avilés y colaboradores en 2015, desarrollaron una investigacion en la cual se tuvo como
objetivo evaluar la capacidad de la bacteria rizosférica Arthrobacter agilis para promover
el crecimiento de plantas leguminosas. Los resultados de los ensayos mostraron que la
bacteria es capaz de producir compuestos volatiles que estimulan los mecanismos de
absorcion de hierro en plantas y que, ademas, las protege de agentes fitopatégenos

como Botrytis cinerea y Phytophthora cinnamomi.
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En ese mismo afio, Balcazar et al, describen la diversidad de microorganismos obtenidos
de glaciares, los cuales se caracterizan por ser metabdlicamente versatiles, altamente
tolerantes a multiples tensiones ambientales y potencialmente Udtiles para fines
biotecnolégicos cdmo ser usados como promotores del crecimiento vegetal con caracter
fertilizante. Mediante analisis de hielo de glaciar se identificaron microorganismos con
capacidades adicionales de PGP, incluida la produccion de fitohormonas y HCN, la

excrecién de sideroforos y la inhibicion de fitopatégenos.

lgualmente, Yarzdbal etal en 2015, desarrollé un estudio el cual tuvo como objetivo aislar
los promotores del crecimiento de plantas activos en frio como Pseudomonas spp de
suelos antarticos y probar sus efectos PGP, tanto in vitro como en cultivos de trigo. Los
resultados demostraron que Pseudomonas spp es metabdlicamente activo y, ademas,
inhibe el crecimiento de hongos fitopatbgenos como Fusarium oxysporum, Pythium

ultimum y Phytophtora infestans.

Montejo y colaboradores en 2016, realizaron un trabajo en el cual evaluaron el efecto de
A.agilis UMCV2 sobre la germinacion y el crecimiento de plantas de interés econémico y
forestal como Pinus devoniana. Los resultados de la evaluacion demostraron que es
capaz de incrementar el indice de germinacion de la planta tanto en la parte aérea como

en las raices laterales.

En el articulo de revision de Pandey et al en 2018, se describen los entornos montafiosos
y el como los microorganismos que viven en estos se adaptaron a las bajas temperaturas.
Ademas, se recalca el papel que juegan en los suelos como promotores del crecimiento
y desarrollo de las plantas denominandose PGPM, con el fin de reconocer la importancia
de este recurso microbiano para mejorar la calidad de los cultivos en terrenos

montafiosos con bajas temperaturas.
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Man You y su equipo en 2019 aislaron una cepa bacteriana de Burkholderiacenocepacia
de las raices de la planta de maiz (Zea mays) en Canada, se confirma por filogenia e
hibridacion de ADN y se describen sus caracteristicas promotoras de crecimiento como

lo fueron la solubilizacién del fosfato en condiciones de invernadero.

Hernandez y colaboradores en 2019, probaron el efecto de las bacterias estimulantes
Arthrobacter agilisUMCV2y Bacillus methylotrophus M4-96 en plantas de fresa mediante
la germinacion in vitro en un invernadero; al evaluar los resultados luego de 10 meses,
se observd que las plantas inoculadas con los agentes bacterianos tuvieron un

rendimiento de frutos 42% mas alto que los controles no inoculados.

En este mismo afio, Tapia y colaboradores desarrollaron un estudio en el cual realizan
el aislamiento de microorganismos psicroéfilos recolectados del volcan Xinantécatl en
México para promover el crecimiento en plantas. Los resultados demostraron que la
mayoria de las levaduras aisladas producian &cido indol acético y enzimas hidroliticas
(celulasas, xilanasas y quitinasas). Sin embargo, no se evidencio la produccion de
sideréforos en ninguno de ellas, mientras que las bacterias aisladas demostraron

actividad bioquimica que es de vital importancia para el desarrollo vegetal.

Por su parte, Rondon et al en 2019, realiz6 un estudio en el cual, de una coleccion de
bacterias aisladas de glaciares venezolanos, se seleccionaron cuatro especies de
Pseudomonas y se probaron sus efectos PGPR a bajas temperaturas in vitro y en
plantulas de trigo. Los resultados demostraron que todas las especies de Pseudomonas
utilizadas crecieron bien en una amplia gama de temperaturas y mostraron actividad
como PGPR mediante la solubilizacién de fosfatos inorganicos, produccion de

fitohormonas y antagonismo contra un oomiceto fitopatdégeno Pythium ultimum.
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En este mismo afio, Singh et al, investigaron la posibilidad de la estabilizacién del
arsénico en el ambiente mediante la aplicacién de nuevos aislamientos de la cepa
Brevundimonas diminuta (NBRIO12) en plantas de arroz. Los resultados demostraron
rasgos bacterianos como la inherencia de sideréforos, fosfato solubilizacién, produccién
de acido indolacético (IAA), 1l-aminociclopropano-l-acido carboxilico (ACC) vy
desaminasas que pueden estar asociadas al crecimiento en plantas de arroz. El estudio
también reveld que la cepa (NBRIO12) restauré significativamente la raiz de la planta

frente a la contaminacién por arsénico.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Generalidades de los psicréfilos

Aungue la presencia de microorganismos en la nieve y el hielo glacial se informé hace
mas de un siglo (11), sélo hasta principios de la década de 1908 los microbidlogos
decidieron dirigir su atencion a los microbios del hielo. Dentro de los estudios hechos por
Schmidt-Nielsen en 1992, describieron por primera vez una bacteria capaz de crecery
sobrevivir a 0°C (12). Posteriormente, para definir un término que abarcara a este tipo de
microorganismos, se publicé una revision en el afio 1975 por Richard y Morita, en la que
proponia la definicion de psicrofilo como “... aquel organismo con una temperatura 6ptima
de crecimiento alrededor de los 15°C o menor, una maxima temperatura de crecimiento
alrededor de los 20°C y una minima temperatura de crecimiento a 0°C o por debajo”. Los
psicrofilos obligados son microorganismos que crecen en los hielos de zonas polares (E;.
algas), mientras que los psicrdfilos facultativos tienen una distribucién mas amplia (hay

varios géneros de hongos, algas, protozoos que tienen miembros de este tipo) (13).

Los microorganismos psicrofilos son capaces de sobrevivir en ambientes frios debido al
resultado de la evolucion molecular que, junto a varias adaptaciones, son capaces de
contrarrestar los efectos potencialmente nocivos de los ambientes extremos que les
rodean. El éxito de este grupo de organismos para sobrevivir en cualquier ecosistema
depende de qué tanto pueden satisfacer sus necesidades nutritivas y, para todos los
casos, uno de los parametros de mayor importancia es la temperatura. Al encontrarse en
ambientes que rozan la congelacién, los microorganismos se enfrentan a la poca
disponibilidad de agua en estado liquido, lo que repercute en las actividades metabdlicas

limitando asi su crecimiento (14).

Para poder sobrevivir, es necesario realizar adaptaciones biolégicas que permitan
satisfacer necesidades particulares. Una de estas estrategias se basa en la modificacion
de la membrana de los psicréfilos mediante la presencia de fosfolipidos insaturados o de
cadena corta, el aumento de grupos metilo y una pequefia porcion de acidos grasos
ciclicos. Todo esto, con el fin de brindarle un estado semifluido a la membrana del
microorganismo para que se mantenga flexible y no colapse por la disminucion de la

temperatura (15). Otro método que aplican los microorganismos es acumular solutos
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compatibles como glicina, betaina, glicerol, manitol y sorbitol. Estos compuestos
altamente solubles permiten que se reduzca el punto de congelacion de la fase acuosa
citoplasmatica, ademas de estabilizar macromoléculas como las enzimas, lo que permite

la inhibicién del crecimiento de cristales de hielo y la recristalizacion (16).

Cuando se detecta una disminucion en la temperatura del medio, se induce la expresion
de una serie de genes que son de ayuda para el desarrollo de microorganismos. Un
ejemplo claro de este fendmeno es la expresion de proteinas de choque frio y helicasas
gue se encargan de la replicacién del ADN y la sintesis de proteinas; éstas Ultimas
resultan mas resistentes al frio, debido a que disminuyen las interacciones ionicas y los
puentes de hidrégeno y, ademas, presentan mayor cantidad de aminoacidos polares y
de plegamientos alfa. Se sugiere que estas modificaciones suelen ser suficientes para
generar un aumento o0 una disminuciobn en la termoestabilidad de las enzimas
permitiendo que estas macromoléculas se mantengan flexibles y no se detenga el

metabolismo a bajas temperaturas (16-18).

2.2 Utilidad de los psicroéfilos

Al ser microorganismos adaptados a ambientes extremos, sus productos enzimaticos
son bastante atractivos para varias aplicaciones en la industria; las enzimas deben tener
la especificidad requerida, una alta estabilidad en el entorno del proceso y si bien no
todas las enzimas cuentan con estos requisitos, algunas son usadas con frecuencia en
la industria (19).

Las enzimas psicrofilas son muy Udtiles en detergentes y productos de limpieza: estos
productos utilizan principalmente enzimas hidroliticas, las cuales tienen como fin
descomponer manchas y suciedad depositandose en productos mas solubles, lo que
permite una mayor limpieza y rendimiento en lavanderias, lavavajillas y equipos de filtros
de limpieza. El principal beneficio de usar enzimas adaptadas al frio en detergentes es
gue la temperatura del proceso y, por tanto, la entrada de energia se reduce, por ende,

permite un impacto econémico y medioambiental mejorado. Se estima que una reduccion
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en la temperatura de lavado de 40 a 30°C permite un ahorro del 30% en energia,
correspondiente a 100-300 g de CO2 por lavado (20).

También pueden ser utilizadas en la industria alimentaria como aditivos y coadyuvantes
tecnoldgicos en la elaboracion de quesos, vinos, cerveza y alimentos funcionales. Las
enzimas psicrofilas son muy utilizadas para la preparacion de alimentos y bebidas debido
a su actividad catalitica a temperaturas que reducen el deterioro y la pérdida del valor
nutricional del consumible. Incluso en la industria lactea son utilizadas B-galactosidasas

para la produccion de leche sin lactosa (21).

Las fosfatasas adaptadas al frio son comercializadas como herramientas para estudios
de biologia molecular. Generalmente es usada para la desfosforilacion del extremo 5
del ADN o ARN durante los procedimientos de clonacién y marcaje de extremos.
Ademas, las nucleasas son usadas para degradar cadenas de acidos nucleicos simples
o dobles que puedan considerarse contaminantes en preparaciones de ARN, mezclas

de PCR o en soluciones proteicas (22).

Muchos productos farmacéuticos, productos quimicos finos, y fragancias, son sensibles
al calor, por lo tanto, deben sintetizarse a bajas temperaturas a las que las enzimas
adaptadas al frio son mas activas. Actualmente, se comercializan proteasas adaptadas
al frio como agentes terapéuticos contra infecciones bacterianas (degradacién de

biopeliculas) y virales (reduccion de la infectividad del virus) (23).

Para terminar, son foco de interés para el campo de los sistemas planetarios la
astrobiologia. La busqueda de vida en otros sistemas planetarios tiene que apoyarse en
estudios ambientales extremos, ya que algunos de estos microorganismos viven en
ambientes de nuestro planeta que son analogos a los que pueden existir en otro planeta.
(24)

2.3 Utilidad en crecimiento vegetal.

Teniendo en cuenta que gran parte de la superficie de la tierra presenta climas frios, se
presentan muchos problemas en cultivos de produccion relacionados con la baja de
temperatura, sin embargo, esta diversidad climéatica también permite encontrar diferentes

ecosistemas (como los glaciares) los cuales contienen una amplia gama de
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microorganismos biolégicamente activos disponibles para su estudio (20,25). Los
glaciares andinos y del Himalaya promueven el conocimiento de microorganismos
extremdfilos los cuales son muy Utiles, ya que son capaces de resistir condiciones muy
adversas de temperatura, pH, presién, salinidad, radiacion entre otras (26,27). Todas
estas caracteristicas abren una puerta a la investigacién biotecnolégica para el desarrollo
de procesos, productos y herramientas que permitan mejorar problematicas del mundo
actual. Dentro de estas aplicaciones se encuentra principalmente el uso de los
mecanismos enzimaticos psicrofilos Utiles en la fabricacién de detergentes, productos
farmaceéuticos, cosmeéticos, textiles, biocombustibles y lo que mas interesa en este
trabajo: el uso de estos microorganismos como promotores del crecimiento vegetal
(28,29).

Estudios recientes han evaluado la actividad de psicréfilos (levaduras y bacterias)
aislados de glaciares en el crecimiento de diferentes tipos de plantas, midiendo la
produccion de sustratos metabdlicos liberados en el suelo circundante a las raices que
generalmente son esenciales para el desarrollo de las estructuras vegetales. A estos
microorganismos se les conoce como PGPM (Plant growth-promoting microorganisms).
Ademas de estimular el crecimiento a bajas temperaturas, se ha demostrado también
gue pueden actuar como agentes de biocontrol. Todos estos avances biotecnolégicos
son beneficiosos para aumentar la productividad agricola en terrenos montafiosos como

son los Andes o el Himalaya (22,30,31).

Debido a que los nutrientes de zonas montafiosas son escasos, los microorganismos de
la rizosfera son de gran importancia para las plantas ya que pueden influir en su
crecimiento por diversos mecanismos, los mas conocidos son la fijacion de nitrégeno, la

produccion de fitohormonas y la solubilizacion de fosfatos dispersos en el suelo (28).

La solubilizacién del fésforo inorganico es primordial ya que es uno de los
macronutrientes mas usados por las plantas; si bien su actividad en el suelo es alta, no
esta disponible en formas accesibles, pues solo se encuentra como fosfato de hierro o
de aluminio. Es aqui donde el microbiota del suelo tiene la capacidad de metabolizar
estas moléculas y dejarlas en formas mas sencillas para ser utilizadas por el organismo

vegetal (32).

22



Se ha demostrado que las comunidades microbianas de ambientes glaciares
transforman un entorno en condiciones de estrés en uno adecuado para el crecimiento
de las plantas (33). Ademas, los microorganismos son capaces de producir enzimas
lticas y sustancias biocidas que pueden ayudar a defender la planta de fitopatbégenos
comunes (26). Todas estas funciones son tan importantes que se cree que las plantas

reclutan microorganismos circundantes del suelo para adaptarse al medio (34).

2.4 Posibles especies bacterianas psicrofilas a utilizar y su utilidad
Arthrobacter

Es un género bacteriano comunmente encontrado en el suelo; todas las especies dentro
de este género tienen morfologia bacilar, ademas, son anaerobias facultativas Gram
positivas. EI género Arthrobacter es de gran utilidad ya que promueve el crecimiento
vegetal por diversos mecanismos, entre otros, colaboran con el suministro de hierro
soluble a la planta y la absorcion del mismo, la produccion de dimetilhexadecilamina,
compuesto que tiene como principal funcion estimular el crecimiento radicular (35) y la
produccién de acido indol 3 acético, una auxina que es de gran importancia en la
modulacion del crecimiento y el desarrollo de las plantas, asi como en la comunicacién

microorganismo-planta (36).

El género Arthrobacter ha mostrado ser util en la promocién de crecimiento de diferentes
tipos de plantas como Medicago sativa (alfalfa), Capsicum annuum (pimiento), Zea mays
(maiz), Medicago truncatula (carretén), Pinus devoniana (Pino blanco de México) y
Fragaria (fresa). En todos los casos anteriores, la presencia de Arthrobacter permiti6 la
germinacion y el crecimiento de las plantas de manera significativa e incluso mostré
actividad inhibitoria contra fitopatbgenos como Botrytis cinerea y Phytophthora

cinnamomi (37-39).

Brevundimonas

Sonun género de proteobacteria, Gram negativos, no fermentadores en forma de bacilo.

Si bien, no muchos estudios dan a conocer su utilidad como promotora de crecimiento
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vegetal, algunos pocos la evaluaron mediante el crecimiento y desarrollo en cultivos de
Gossypium (algodén), Solanum tuberosum (papa), Triticum (trigo) y Oryza sativa (arroz).
En estos estudios, los microorganismos del género Brevundimonas presentaron
actividad que ayuddé en el crecimiento vegetal. Se ha evidenciado la produccién de acido
indol 3 acético, amoniaco, la fijacion del nitrdgeno y el uso de carbohidratos como la d-
glucosa, galactosa, maltosa y celobiosa. Los resultados de dichas investigaciones
informaron un aumento significativo de la altura de la planta, asi como de las raices.
Ademas, el suelo presenta un gran contenido de nitrdgeno y se evidencido que el

microorganismo habitaba en la superficie de las plantas de maiz (40—-42).
Pseudomonas

Pseudomonas es un género bacteriano con morfologia bacilar Gram negativa, es
ampliamente conocido ya que tiene diversas aplicaciones en microbiologia ambiental.
También es conocida por ser metabdlicamente diversa y tolerante a distintos tipos de

estrés bidtico y abidtico.

Como promotora de crecimiento vegetal, Pseudomonas ha sido estudiada por su
capacidad para solubilizar fosfatos en diferentes condiciones de temperatura y gran
variedad de azlcares como fuente de carbono. Son capaces de comportarse como
agentes de biocontrol inhibidores de patdgenos vegetales, ya que excretan enzimas
hidroliticas capaces de degradar las paredes celulares y demas moléculas con efectos
antimicrobianos como varios lipopéptidos ciclicos (LDP), antibiéticos como 2,4-
diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG), pioluteorina, pirrolnitrina y cianuro de hidrégeno (26),
Acido indol acetico, 1 aminociclopropano — 1carboxilato (ACC) desaminasas, acido
glucénico y HCN. Varios de estos compuestos tienen fuertes efectos en contra de hongos
fitopatbgenos como  Fusarium  solani, Rhizoctonia solani y  Alternaria
alternata(10,28,43,44).

2.5 Aromaticas en Colombia

Las plantas aromaticas, por definicion, son aquellas que desprenden de sus hojas o

flores un aroma mas o menos intenso. Generalmente, estan recubiertas total o
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parcialmente por esencias y estas representan alrededor de un 0,7% del total de las

plantas medicinales (45).

Actualmente las plantas aromaticas, que se usan como condimento y otras que se les
atribuye efectos medicinales, experimentan un auge en la demanda a tal punto de ser de
gran interés en el mercado. Se estima que, de prestarles la atencion y la importancia
necesarias, podrian tener una gran posibilidad en el mercado mundial, ademas de
generar empleos y ganancias para el pais. En este momento la oferta colombiana de
plantas aromaticas es muy pobre y rastica, ya que los agricultores se concentran en

pequefias parcelas y se dedican principalmente a la venta informal (46).

Para todo tipo de plantas, una disminucion de pocos grados produce un cambio
significativo en la tasa de su crecimiento y en la produccion de metabolitos. En general,
las bajas temperaturas reducen todas las etapas del ciclo de vida de las plantas. Sin
embargo, hay determinadas etapas que necesitan temperaturas bajas para que ocurran
como, por ejemplo: induccion e incremento de la floracién, germinacion, induccion y
término de la dormancia en semillas y yemas, formacion de tubérculos de papa, bulbos
y cormos. Aunque hay que tener en cuenta que, si las temperaturas bajas persisten,

pueden tener efectos completamente negativos en el organismo vegetal.

Los dafios por bajas temperaturas como el frio y la congelacién pueden producirse en
todas las plantas, pero los mecanismos y la tipologia del dafio varian considerablemente.
Algunos cultivos experimentan dafios fisiolégicos cuando estan sometidos a
temperaturas por debajo de +12,5°C, (bastante por encima de las temperaturas de
congelacion). Sin embargo, el dafio por encima de 0 °C puede tener graves
consecuencias en la integridad de la planta. Esta ocurre en la mayoria de las plantas
debido a la formacién de hielo. Durante los periodos frios, las plantas tienden a
endurecerse contra el dafio por congelacion, y pierden el endurecimiento después de un
periodo de calentamiento. El endurecimiento esta relacionado, probablemente, con el

aumento del contenido de solutos en el tejido de las plantas.

El dafo por heladas ocurre cuando se forma hielo dentro del tejido de las plantas,
dafando sus células. Los dafios por heladas tienen un efecto drastico para la planta

entera 0 pueden afectar Unicamente a una pequefia parte del tejido de la planta, lo cual
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reduce el rendimiento o deprecia la calidad del producto; esto claramente reduce los

ingresos de los agricultores que viven del cultivo de aromaticas (25)

2.6 Taxonomiay caracteristicas de las aromaticas a evaluar

Para este trabajo se eligieron dos plantas aromaticas sobre las cuales se quieren probar
las bacterias psicroéfilas provenientes de la Antartida para mirar su actividad de promocion
y desarrollo: la menta y la albahaca, que crecen en climas templados/célidos y son
susceptibles a heladas. Estas especies de plantas pueden ser (tiles para evidenciar si
las bacterias promotoras pueden proveer nutrientes y proteger a la planta debido que la

rizosfera en suelos frios, montafiosos carecen de rigueza microbiana.

Menta

Conocida en la comunidad cientiffica como Mentha piperita L. En este género existe
también la Mentha spicata que se conoce como yerbabuena y con la cual se confunde la
Menta. Sus caracteristicas son similares. Se diferencian porque la Menta tiene un color
mas verde en sus hojas y tienen forma redondeada. El tallo de la menta es mas rojizo y
el aroma que expide es mas intenso. Es una planta herbacea perteneciente a la familia
de las Labiadas, esta se caracteriza por presentar raices y brotes laterales muy
superficiales, la planta es capaz de alcanzar los 90 cms de altura; Sus hojas son verdes,
ovaladas, pecioladas y con bordes aserrados. Tiene flores de color rosa que desprenden
un olor bastante agradable, sin embargo, el mayor potencial son sus hojas que son

frecuentemente utilizadas en aplicaciones culinarias o0 en medicina ancestral.

La plantacion de Menta, como la de Yerbabuena, se realiza generalmente en los meses
de marzo aabiril, se riega regularmente con poca agua y se recolectan aproximadamente
a los dos meses de la plantacion de los cultivos poco antes de que la planta entre en

floracion.

Las plantas prefieren climas himedos y templados para su desarrollo normal y buena

iluminacién. Por otro lado, se sabe que es una planta bastante sensible al frio. Por esto,
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se debe mantener cubierta ante los cambios bruscos de temperatura. Aun asi, es una
planta que se adapta a una gran variedad de suelos, es poco exigente, pero el suelo
ideal se caracteriza porque son ligeros, ricos en materia organica y una humedad
controlada (47,48).

Albahaca

Conocida en la comunidad cientifica como Ocimum basilicum. Es una planta aromatica
perteneciente a la familia de las Labiadas que crece con una longitud de 20-40 cms, con
tallos erectos y ramificados. Con hojas grandes y de color verde y flores de color
blanco/rosaceo que son generalmente usadas en la industria farmacéutica, culinaria,

licorera entre otros.

Actualmente, las semillas de Albahaca se siembran directamente en la tierra y se riegan
con regularidad. Las flores se cortan para favorecer el crecimiento de las hojas. La
germinacion se inicia a los 10 o 12 dias y se replican cuando tienen de 4 a 6 hojas; la
cosecha de las hojas se realiza de junio a septiembre. Sin embargo, estas fechas pueden

variar dependiendo de cuando se cumpla un afio luego de ser cultivadas.

Generalmente, los cultivos de albahaca se realizan en climas templados o calidos, sin
variaciones bruscas de temperatura. Las plantas suelen preferir lugares abrigados y

soleados con suelos ligeros, himedos, bien drenados y ricos en materia organica (6,49)
2.7 Principales causas de pérdidas de cultivos de aromaticas

Heladas

Las heladas se definen como la presencia de temperatura igual o menor a 0 grados, a
una altura de 2 metros sobre el nivel del suelo. A estas temperaturas, las plantas
comienzan a sufrir dafio celular por la congelacion de la sabia y el agua externa de las

mismas provocando marchitamiento y su consiguiente muerte.

Se han definido diferentes tipos de heladas, sin embargo, en las regiones tropicales que
tienen suelos ubicados a 2,500 metros sobre el nivel del mar como es el caso de la
sabana de Bogotd, los valles de Ubaté, Chiquinquira y otros espacios de las sadbanas

cundiboyacenses, suceden heladas radiactivas no producidas por radiacién, sino que
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sucede por la pérdida de calor que sufren las plantas y el suelo cuando desciende la
temperatura en las noches y el vapor de agua se deposita sobre la superficie de la planta
y forma una capa blanca de hielo denominada escarcha (50,51).

El dafio celular en la planta se produce cuando se forman cristales de hielo dentro del
protoplasma; se cree que la formacién de hielo intracelular causa una ruptura mecanica
de la estructura celular. La severidad del dafio depende de la rapidez del enfriamiento y
de la intensidad del frio antes de congelarse. Se sugiere a los agricultores que tomen

métodos de proteccion de cultivos para asegurar su supervivencia (52,25).

Generalmente, las heladas se presentan en los primeros 20 dias de enero y en la
segunda mitad de diciembre y enero, sin embargo, también pueden presentarse en mas

meses del afio de manera esporadica.
3. DISENO METODOLOGICO

3.1 Tipo de investigacion: investigacion de tipo cuantitativa y descriptiva

Universo: Microorganismos psicroéfilos y plantas aromaticas.

Poblacion: Microorganismos bacterianos provenientes de glaciares en la Antartida y
plantulas arométicas susceptibles al frio.

Muestra: Tres microorganismos psicrofilos elegidos para el bioensayo y plantulas de

Menta y Albahaca.

3.2 Hipotesis, variables e indicadores

Hipotesis: Las bacterias psicrofilas de la Antartida pueden mejorar la disponibilidad de
nutrientes en condiciones adversas de temperatura y estimular el desarrollo y crecimiento

de las plantas aromaticas de Menta y Albahaca.
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Tabla 1: Variables e indicadores

Tipo de variable Indicadores

Actividad bioquimica Bacterias fijadoras de nitrogeno.

Bacterias solubilizadoras de fosfato.

Temperatura de crecimiento Plantulas a cielo abierto en temperatura
ambiente que se presente mientras se

realiza el ensayo

Plantulas  protegidas de cambios

drasticos de temperatura

Crecimiento vegetal Longitud del tallo.

Longitud de la raiz.

Crecimiento foliar.

Aspecto

Numero de hojas.

3.3 Técnicas y procedimientos

Etapa 1: Estabilizacion de las cepas congeladas y verificacion de la funcionalidad

bioquimica in vitro relacionada con crecimiento y desarrollo de plantas
Esta etapa incluyd los siguientes procedimientos:

- Reactivacion de cepas psicrofilas aisladas de los suelos de la isla Livingston de la

Antartida en agar LB.
- Coloracion de Gram para verificar morfologia y su clasificacion segun Gram.
- Morfologia Macroscopica

- Funcionalidad en medios especfificos
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Se reactivaron 19 cepas de bacterias psicrofilas para observar su crecimiento inicial; se
realizaron Coloracion de Gram y los microorganismos que demostraron pureza y

viabilidad fueron llevados a medios especificos. Asi:

Agar leche: el agar leche se utilizd para observarla actividad proteolitica de las bacterias
a evaluar, el medio es rico en caseina que es una fuente de nitrdgeno, vitaminas y
minerales. Cuando se mezcla la leche con el medio de cultivo, el medio pierde su
transparencia y se vuelve turbio debido a que la caseina reacciona con los iones calcio
del medio y forma complejos de moléculas insolubles de caseinato de calcio. Cuando la
enzima caseinasa cataliza la hidrolisis de la caseina, los aminoacidos resultantes se
disuelven en el medio torndndolo transparente nuevamente alrededor de la colonia del

microorganismo. (53)

El medio comercial se compone de diferentes compuestos: Triptona 5,00 g/l, Extracto de
levadura 2,50 g/l, Leche descremada 1,00 g/l, Dextrosa 1,00 g/l y Agar 10,50 g/l. (54)

Agar almidon: es un medio rico en almidén (polimero de glucosa) el cual es un
compuesto es muy complejo para la asimilacion bacteriana, para poder ser utilizado
deben hidrolizarse en sustancias mas simples y asimilables. Un gran nimero de
microorganismos son capaces de hidrolizar el almidon con formacién de maltosa. La
maltosa es capaz de ingresar a la célula para ser utilizada. Se verifica su presencia por
crecimiento y reaccion frente al Lugol, ya que actia como revelador mostrando un color

café/purpura que desaparece cuando el almidén ha sido degradado. (55)

El medio comercial se compone de: Peptona 5.00 g/l, Cloruro de Sodio 5.00 g/l, Extracto
de levadura 1.50 g/l, Almidén soluble 2.00 g/l y Agar 15.00 g/l. (56)

Agar Pikovskaya: el agar es recomendado para la deteccion de microorganismos
solubilizadores de fosfato, el fosfato estd disponible de varias formas en el suelo, Los

fosfatos del suelo estan disponibles ya sea por las raices de las plantas o por los
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microorganismos del suelo. El extracto de levadura y las diferentes sales le proporcionan
nitrdgeno y otros nutrientes necesarios al medio. Las bacterias solubilizadoras forman un
halo claro alrededor de este medio debido a la solubilizacion del fosfato por medio de
enzimas como las fosfatasas que catalizan la hidrolisis de esteres y anhidridos del acido

fosforico.

El medio comercial se compone de: glucosa 10.0 g/l, fosfato de calcio 5.0 g/l, sulfato de
amonio 5.0 g/l, cloruro de potasio 0.2 g/l, sulfato de magnesio 0.1 g/l, extracto de levadura
0.5 g/l y agar 15.0 g/l. (57,58)

Agar Ashby: este agar es un medio de cultivo libre de nitrégeno, el cual, se emplea
para el aislamiento de microorganismos con capacidad para fijar el nitrégeno
atmosférico. Sila bacteria a evaluar crece en el medio, significa que son organismos que
poseen la enzima nitrogenasa, convierten el nitrdgeno en formas de amonio para que
pueda ser aprovechado, ademas puede usar el manitol y el nitrdgeno atmosférico como
fuente de carbono y nitrdgeno respectivamente. Todas estas caracteristicas se verifican

por el crecimiento del microorganismo. (59,60)

El medio comercial se compone de sacarosa/manitol 5.0 g/l, Fosfato monopotasico 1.0
g/l, Sulfato de magnesio 0.2 g/l, Sulfato ferroso 0.005 g/l, Cloruro de sodio 0.2 g/l, Cloruro
de calcio 0.2 g/l y agar 15.0 g/l. (61)

Agar asparagina: este es un medio de cultivo que se basa en la hidrélisis de la
asparagina a acido aspartico para poder ser de ayuda en la identificacion y
caracterizaciéon de la bacteria. El medio cuenta con una base de asparagina como Unica
fuente de nitrdgeno y de glicerol como Unica fuente de carbono. Se verifica por
crecimiento del microorganismo. El medio comercial se compone de fosfato
monopotasico 10.0 g/l, fosfato di potasico, 1.0 g/l, Asparagina 2.0 g/l y sulfato magnésico
0.5 g/l. (62)

En la figura 1 se resumen los procedimientos de la etapa 1.
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Reactivacidn de las Sembrar en medios

bacterias en agar LB especificos . )
9 P Evidenciar los resultados en

medios especificos para conocer
la funcionalidad de los
aislamientos de la isla Livingston.

ge = Observarla actividad bioguimica
como la solubilizacidn de fosfato,
fijadares de nitrdgeno proteasas

etc.

Figura 1: Procedimiento en laboratorio para valorar la capacidad biogquimica in vitro.
Buitrago,2022.

Etapa 2: Desarrollo del bioensayo en plantas aromaticas susceptibles al frio. Ver figura
2.

Una vez seleccionadas las bacterias por los resultados obtenidos en la etapa anterior se

procede como se describe a continuacion:

- Preparacion de soluciones de las tres bacterias seleccionadas en 100 ml de agua

peptonada a una escala de 1 McFarland para inocular las plantas.
- A cada plantula se le agregaron 8 ml de la solucion, excepto a los controles.

- Elndmero total de las plantas en el experimento fue de 44: 22 plantulas de menta y 22
de albahaca con 6 repeticiones para cada una de las 3 bacterias seleccionadas, con un

total de 18 repeticiones para menta y 18 para albahaca.

Tres plantulas se utilizaron como control a cielo abierto para cada una de las variedades

de aromaticas.

Dos plantulas de cada variedad para el control en condiciones protegidas para garantizar
gue el lote de plantulas estaba sano y comparar su crecimiento y desarrollo con las que

estaban expuestas a cielo abierto.
Condiciones de siembra de las plantulas:

Suelo con gallinaza y cascarilla de arroz, para lograr caracteristicas 6ptimas del suelo
gue facilitaran la aireacion, humedad vy filtracion de nutrientes. Ademas, todos los
bioensayos fueron regados con agua corriente cada dia de por medio, verificando que la

tierra en donde crecen estuviera con un aspecto himedo todo el tiempo.
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Epoca en la gue se desarrolld el experimento

El experimento inicié el 4 de diciembre del afio 2021 y finaliz6 el 15 de enero del afio
2022 ya que esta época se caracteriza por fluctuaciones de temperaturas y por la

presencia de heladas segun informes de la CAR (51).

Fechas en que se realizaron las lecturas

Las lecturas se realizaron en 4 fechas cada 2 semanas iniciando el 4 de diciembre del
2021, la segunda lectura se realiz6 el 18 de diciembre del mismo afio, la tercera y cuarta

lectura se hicieron el dia 1y 15 respectivamente del mes de enero del 2022.

Condiciones de temperatura

Las condiciones de cielo abierto fueron tomadas diariamente en el dia ala 1 pmyen la
noche a las 8 pm con ayuda del aplicativo “AccuWeather” para observar e identificar

variaciones Y fluctuaciones a lo largo del tiempo del experimento.

Sistema de riego

Las plantas se regaron diariamente una vez al dia asegurando que todo el tiempo el
suelo se encontrara humedo, pero evitando “encharcarla”, siguiendo las
recomendaciones de Castro y su equipo en el libro “Cultivo y produccion de plantas

aromaticas y medicinales” (50).
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Figura 2: Procedimiento bioensayo en plantas aromaticas. Buitrago,2022.
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Tabla 2: Modelo para el bioensayo con plantas aromaticas

. 2\;

' |’ Bioensayo con las plantulas
6 plantulas se dejan sin inocular
para ser usadas como contraol.
AL-10 AL-1 AL-16 Total
IWenta & repeticiones/ 1 G repeticiones/ 1 6 repeticiones/ 1 21 plantulas
control caontrol control
Albahaca & repeticiones/ 1 G repeticiones/ 1 6 repeticiones! 1 21 plantulas
control control control
Total 14 plantulas 14 plantulas 14 plantulas 42 plantulas en total

Abreviaturas AL (Aislamientos isla Livingston)

Para verificar el crecimiento y desarrollo de las plantulas se midieron las siguientes

variables al inicio, en el tiempo del ensayo y al finalizar el ensayo. Las cuales se observan

a continuaciéon en la tabla 3

Tabla 3: Variables medidas

Inicio del ensayo Durante del ensayo Final del ensayo

04/12/21 05/12/21-14/01/22 15/01/22

Longitud del tallo en cms | Longitud del tallo en cms | Longitud del tallo en cms

Crecimiento foliar en cms | Crecimiento foliar en cms | Crecimiento foliar en cms

Aspecto Aspecto Aspecto
Numero de hojas Temperatura Temperatura
Numero de hojas Numero de hojas

Longitud de la raiz en

cms
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4. RESULTADOS

4.1 Aislamiento de los microorganismos:

El resultado de la descongelacion y reactivacion de las 19 cepas bacterianas, las

caracteristicas microscopicasy macroscopicas, se presenta en la siguiente tabla.

Tabla 4: Caracteristicas de los microorganismos aislados

Nombre Caracteristicas Gram

AL-1 Colonias pequefias amarillas. Mucosas. Bacilos Gram
positivos

AL-2 Colonias planas color amarillo crema. Bacilos Gram
Positivos

AL-3 Colonias muy pequefias puntiformes, amarillas. Bacilos Gram
Negativos

AL-4 Colonias medianas, planas de aspecto rugoso, Cocos Gram
color blanco. Negativos

AL-5 Colonias grandes color piel con centro mas Bacilos Gram

oscuro, planas, bordes definidos. Negativos largos

AL-6 Colonias puntiformes, pequefas, transparentes Cocos Gram
con centro amarillo. Positivos

AL-7 Colonias puntiformes, medianas, amarillas. Cocos Gram
Positivos

35



AL-8 Colonias pequefas blancas cremosas. Bacilos Gram
positivos

AL-9 Colonias grandes planas color amarillo opaco. Bacilos Gram
Negativos

AL-10 Crecimiento reducido, colonias grandes, Bacilos Gram
redondas con bordes definidos, color blanco, Negativos

cremosas.

AL-11 Colonias medianas, blancas, cremosas y Bacilos Gram
mucosas brillantes. Positivos

AL-12 Colonias puntiformes, medianas, amarillas. Bacilos Gram
Positivos

AL-13 Colonias puntiformes amatrillas, brillantes. Cocos Gram
Negativos

AL-14 Colonias amarillas cremosas, mucosas. Bacilos Gram
Positivos

AL-15 Colonias amarillas cremosas, mucosas. Bacilos Gram
Negativos

AL-16 Colonias medianas transparentes, planas con | Cocobacilos Gram
centro elevado Negativos
AL-17 Colonias puntiformes, transparentes, brillantes. | Cocobacilos Gram

Negativos
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AL-18 Colonias grandes, amarillo palido, brillantes y Bacilos Gram

planas. Negativos
AL-19 Colonias medianas, amarillo cremoso, Bacilos Gram
brillantes. Positivos

Figura 3: Crecimiento de las cepas a estudiar. Buitrago,2021.

4.2 Pruebas funcionales in vitro:

Para determinar que microorganismos aislados de la isla Livingston (AL) serian utilizados
en el bioensayo se realizaron pruebas funcionales en medios de cultivo especificos para
conocer su actividad bioguimica mediante la fijacion del nitrogeno atmosférico, la

solubilizacion de fosfatos, actividad proteolitica y amilolitica.
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Figura 4: Crecimiento de microorganismos psicrofilos aislados de la isla Livingston (AL)
en medios especificos. Sanchez, Henao y Buitrago ,2021.
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Figura 5: Caracteristicas de algunos microorganismos psicroéfilos en medios
especificos (Almidén, Ashby, Asparagina). SAnchez, Henao y Buitrago ,2021.

Tabla 5: Caracteristicas de los microorganismos aislados en medios especificos

Bacteria

Agar
Pikovskaya

Agar
Ashby

Agar Leche

Agar
Almidon

Agar
Asparagina

AL-1

Sin halo

Crecimiento

Sin halo

Halo

crecimiento
sin
fluorescencia

AL-2

Sin halo

Crecimiento

Sin halo

Sin halo

crecimiento
sin
fluorescencia

AL-3

Sin halo

Crecimiento

Sin halo

Halo

crecimiento
sin
fluorescencia

AL-4

Sin halo

Crecimiento

Sin halo

Sin halo

crecimiento
sin
fluorescencia

AL-5

Sin halo

Crecimiento

Sin halo

Halo

crecimiento
sin
fluorescencia

AL-6

Halo

Crecimiento

Sin halo

Halo

crecimiento
con
fluorescencia
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AL-7 Halo Crecimiento Halo Sin halo crecimiento
con
fluorescencia
AL-8 Sin halo Sin Sin halo Halo crecimiento
crecimiento con
fluorescencia
AL-9 Halo Sin Sin halo Sin halo crecimiento
crecimiento sin
fluorescencia
AL-10 Halo Sin Sin halo Sin halo crecimiento
crecimiento sin
fluorescencia
AL-11 Halo Crecimiento Sin halo Halo crecimiento
sin
fluorescencia
AL-12 Sin halo Sin Sin halo Sin halo Sin
crecimiento crecimiento
AL-13 Halo Crecimiento Sin halo Halo crecimiento
con
fluorescencia
AL-14 Sin halo Crecimiento Sin halo Halo Sin
crecimiento
AL-15 Halo Crecimiento Sin halo Halo crecimiento
con
fluorescencia
AL-16 Sin halo Crecimiento Sin halo Halo crecimiento
con
fluorescencia
AL-17 Sin halo Sin Sin halo Halo Sin
crecimiento crecimiento
AL-18 Halo Sin Sin halo Halo crecimiento
crecimiento sin
fluorescencia
AL-19 Sin halo Sin Sin halo Halo crecimiento
crecimiento sin
fluorescencia

A partir de los pruebas y aislamientos realizados Las tres bacterias que se eligieron

fueron las que presentaron fijacion de nitrégeno, solubilizacién de fosfatos o ambos, ya

gue estos procesos son vitales para el desarrollo de las plantulas.
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Debido a la buena funcionalidad que presentaron los aislamientos 10,11 y 16 de la isla
Livingston (AL) fueron elegidos para la siguiente fase, ademas de que gracias a trabajos
anteriores realizados por el semillero NEONATURE se contaba con su identificacion
molecular perteneciendo asi a los géneros Brevundimonas sp (AL10), Arthrobacter sp
(AL11) y Pseudomonas sp (AL16).

4.3 Bioensayo con plantas de Albahacay Menta

A Continuacién, se presentan los resultados de las mediciones, en los tiempos en que

se determinaron hacer las lecturas y que se presentan en la metodologia:

En la primera medicion, todas las plantulas de menta y albahaca mostraron un
crecimiento positivo ante el estimulo de la inoculacion de las plantas, tenian un color
verde saludable y no presentaron pérdida de las hojas o deterioro de algun tipo, aunque

las temperaturas fueron disminuyendo. (figura 6y 7)

Datos plantulas de menta con los aislamieintos AL-10,AL-11
yAL-16 04/12/21
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Figura 6: Datos de crecimiento de plantulas de menta, revisién 04/12/21.
Buitrago,2022.
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Datos plantulas de albahaca con los aislamieintos AL-10,AL-11

yAL-16 04/12/21
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Figura 7: Datos de crecimiento de plantulas de albahaca, revisién 04/12/21.
Buitrago,2022.

En la segunda medicién, todas las plantulas siguieron el mismo patrén, un crecimiento
vigoroso y no presentaron ningun sintoma desfavorable, incluso con la caida de la

temperatura en la tarde/noche. (figura 8 y 9).
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Figura 8: Datos de crecimiento de plantulas de menta, revisién 18/12/21.
Buitrago,2022.

Datos plantulas de albahaca con los aislamieintos AL-10,AL-11
yAL-16 18/12/21
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Figura 9: Datos de crecimiento de plantulas de albahaca, revision 18/12/21.
Buitrago,2022.

Antes de llegar ala tercera medicion, la temperatura bajo en las noches y las madrugadas
considerablemente y las plantulas presentaron deterioro y pérdida de vitalidad: las hojas
comenzaron a reducir su tamafio y se tornaron decaidas y cloréticas en el caso de la
albahaca. En la menta, fue evidente el cambio de color verde a pigmento morado, se

intentdé cambiar el sistema de riego para recuperar su vitalidad.

En la tercera medicién el deterioro de todas las plantulas era evidente, no solo
disminuyeron su crecimiento, si no que perdieron su color verde caracteristico y
comenzaron a presentar un deterioro en la estructura foliar. En un inicio, la aparicién del
deterioro no se presentd en todas las plantulas, pero poco a poco fueron adquiriendo
caracteristicas similares. (figura 10y 11)
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Medidas en centimetros

Datos plantulas de menta con los aislamieintos
AL-10,AL-11yAL-16 01/01/22

16

14

12

10

RO A A S A O L S A RO A A A
N N o°

G C G

EMTallo M NuUmerode Hojas M Largo de las hojas Ancho de las hojas
Figura 10: Datos de crecimiento de plantulas de menta, revision 01/01/21.
Buitrago,2022.
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Figura 11: Datos de crecimiento de plantulas de albahaca, revision 01/01/21.

Buitrago,2022.
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Para la cuarta y Ultima medicion, las condiciones no mejoraron, todas las plantulas en
comparacioén a los controles tuvieron una diferencia evidente en su tamafio y sobre todo
su vitalidad; las mas afectadas fueron las plantas de menta ya que hubo defoliacién en
un 80% y el color se tornd morado. Por otro lado, aunque el crecimiento también se vio
afectado en las plantas de albahaca, algunas pudieron llegar a etapa de floracién aun

con las condiciones tan variables del ambiente. (figura 12, 13 y 14).

En cuanto a los controles en condiciones protegidas, en las figuras 15y 16 se observa
la sanidad, crecimiento y desarrollo de las plantulas de menta y albahaca, verificando asi
gue las condiciones de cambio que presentaron las plantas fueron por la exposicion a
las bajas de temperatura. Esto se verifica porque los controles sin microorganismos que

estaban a cielo abierto también sufrieron el mismo dafio. (figura 6)

Figura 12: Floracion de planta de albahaca. Buitrago,2022.
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Figura 13: Datos de crecimiento de plantulas de albahaca, revision 15/01/21.
Buitrago,2022.
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Figura 14: Datos de crecimiento de plantulas de menta, revision 15/01/21.

Buitrago,2022.
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Figura 16: Comparacion datos de crecimiento de los controles de albahaca

Otro parametro importante que se tuvo en cuenta fue la longitud de la raiz, esta es una
de las partes mas importantes de la planta ya que tienen la funcion de fijar la planta al
suelo y absorber agua, sales minerales y demas nutrientes. Dentro del bioensayo, las
plantulas presentaron un incremento en la longitud de sus raices e incluso algunas
repeticiones llegando a acercarse a la longitud de la raiz del control positivo que no fue

expuesto al frio, el cual, demostré la mayor longitud. (figura 17 y 18).

Longitud de la raiz de las plantulas de menta(cms)
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Figura 17: Datos de longitud de la raiz en cms menta. Buitrago,2022.
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Longitud de la raiz de las plantulas de albahaca (cms)

Figura 18: Datos de longitud de la raiz en cms albahaca. Buitrago,2022.

Tabla 6: Comparacion de los controles protegidos y las repeticiones para las
plantulas de albahacay menta. Buitrago,2022.

Albahaca Menta

Control

protegido

Repeticiones
AL 10




Repeticiones
AL11
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5 DISCUSION

En los constantes intentos de mejorar el crecimiento vegetal en condiciones adversas
para las plantas, una de las opciones mas utilizadas actualmente es el uso de
microorganismos que presentan la capacidad de brindarle a la planta nutrientes y
factores protectores que aseguran su supervivencia (8). Debido a lo anterior, las
bacterias para el estudio se eligieron en base a la capacidad de solubilizacién del fosforo
y a la fijacion de nitrégeno, la presencia de estos nutrientes es importante ya que, sin
estos, su crecimiento se ve seriamente afectado, por esto muchos microorganismos en
el suelo presentan mecanismos bioquimicos que transforman estos nutrientes
asimilables para que los organismos vegetales puedan aprovecharlos. Autores como
Wilvis, demostraron la capacidad de microorganismos psicrofilos aisladas de
ecosistemas montafiosos venezolanos para solubilizar fosfato inorganico (26),
Hernandez (37), Montejo (38) y Kumar (41) muestran crecimiento en las diferentes
plantas de sus ensayos y otorgan sus buenos resultados a usar microorganismos

capaces metabolizar sustratos presentes en el suelo como lo es el nitrogeno y el fosforo.

Los resultados recolectados en este estudio también muestran de manera general el
Impacto negativo que tienen los factores ambientales como las bajas temperaturas sobre
el crecimiento y desarrollo de plantulas aromaticas, esto debido a las heladas, ya que el
descenso de la temperatura es un punto critico para los tejidos vegetales lo que genera
dafos por la congelacion de la savia, provocando el marchitamiento de la planta y su
muerte, generando asi pérdidas para el agricultor (51). La vitalidad, la altura del tallo y
el tamafio de las hojas son variables para analizar ya que permiten evaluar el desarrollo

de la planta.

En los resultados, los ensayos con los microorganismos en las plantulas de menta y
albahaca se vieron severamente afectadas comparados con el control que estaba en
condiciones protegidas. Es el caso de las plantulas de menta que mostraron un deterioro

evidente, pues sus hojas y tallo se tornaron de una tonalidad morada y al cabo de unas
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semanas comenzaron a perder progresivamente sus hojas en algunas ocasiones,
terminando solo con el tallo. Tal y como describe Valero en su revision (52), en donde
evidencia estos mismos sintomas. En el caso de las plantulas de albahaca, se observo
gue, aunque también disminuyd su crecimiento, no fue tan drastico comparado con las
de menta, e incluso mostraron que pasaron a la fase reproductiva porque hubo la

aparicion de flores.

Con relacion a la medicion de raices, en los dos ensayos, con menta y albahaca, se
verific6 un aumento en la longitud radicular. Esto podria indicar qué éstas cepas
bacterianas guardan un potencial como PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)
y, Si se compara con los ensayos en aromaticas como los realizados por Yarzabal y su
equipo de trabajo, en donde evidencian en sus investigaciones un crecimiento radicular
experimentando también con bacterias como Pseudomonas spp de suelos antarticos
sobre la germinacién de plantas de trigo, tanto in vitro como in vivo, cuyos resultados
demostraron que Pseudomonas spp y otros organismos psicroéfilos son metabodlicamente
activos ya que son capaces de solubilizar facilmente los fosfatos inorganicos del suelo,

debido a esto promueve un crecimiento de las raices inoculadas (26,43,44).

Los experimentos del presente proyecto se iban a realizar bajo condiciones de
invernadero, pero debido a la pandemia generada por COVID-19, se tomé la
determinacion de trasladar a un espacio a cielo abierto en una azotea y las lecturas se
llevaron a cabo en un lapso de tiempo mucho mas corto. Sin embargo, las condiciones
climaticas de los meses de diciembre y enero que se caracterizan por ser las mas
drasticas del afio en la sabana de Bogot4, permitieron tener unos resultados similares a
los esperados en cuanto al dafio que podian sufrir las plantas aromaticas en estudio.
Posiblemente, si los ensayos se hubiesen realizado bajo condiciones de invernadero, la
proteccion del plastico y ambiente de humedad que genera un invernadero hubiera sido
favorable para la interaccion planta-microorganismo, pero no hubiera sido la real que

tiene el agricultor en condiciones de campo abierto.
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Aun con todos los inconvenientes, se obtuvieron resultados que brindan informacion
importante sobre la capacidad promotora de estas bacterias, con las cuales se pueden

establecer guias y procedimientos a mejorar para un posterior ensayo.

Se sugiere observar la actividad bacteriana promotora de crecimiento en semillas in vivo
e in vitro al igual que previos estudios analizados y controlar variables como la

temperatura y esterilizacién de la tierra ya que pueden generar alteraciones para futuros
experimentos.

Si se logran esclarecer y entender todas estas posibles utilidades bacterianas como
promotoras de crecimiento en condiciones de clima frio, tendria un gran impacto en la
economia de los campesinos y, ademas, seria una solucién innovadora para alimentar a

la raza humana que dia a dia va aumentando su poblacion.

51



6 CONCLUSIONES

° Los microorganismos de la Antartida utilizados en el ensayo demostraron
funcionalidades relacionadas con la fijacion del nitrdgeno y solubilizacién de fosfatos,

procesos esenciales para el desarrollo y crecimiento vegetal.

° En los bioensayos, se logré demostrar que las bacterias psicréfilos actuaron como
promotores de crecimiento en las plantas de albahaca debido a que lograron llegar a la
fase reproductiva en varios casos. Sin embargo, en los ensayos con menta, no se
evidencid un efecto protector o de participacion por parte de las bacterias porque las

plantulas frenaron su crecimiento y se marchitaron.

° Los bioensayos permitieron identificar variables que pueden ser implementadas
en futuros ensayos como, por ejemplo: un control mas drastico en las temperaturas,
realizar el ensayo en otra época del afio en las mismas condiciones, e incluso esterilizar
el suelo para evitar la intervencion de otros microorganismos que pueden afectar las

acciones de los microorganismos que se quieren probar.
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