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Resumen

En los ultimos afos, se ha registrado el derretimiento parcial y en algunos casos total, del
hielo de los glaciares en paises de latitudes tropicales. Los glaciares ubicados en la
Cordillera de los Andes han sido severamente afectados por el cambio climéatico dada la
combinacion de una elevada altitud y una baja latitud en esta region. El glaciar del Pico
Humboldt, ubicado en la Sierra Nevada de Mérida, Venezuela, esta por desaparecer. Al
retirarse, éste ha dejado un paisaje de roca desnuda que esté siendo colonizada por una gran
variedad de especies. A este proceso de colonizacion se le conoce como sucesion primaria.
Una de las comunidades mas representativas de estos procesos sucesionales en regiones
desérticas frias son las costras bioldgicas o biocostras, que son comunidades de elementos
entrelazados constituidas por organismos poiquilohidricos como cianobacterias, algas
verdes, microhongos, bacterias heterétrofas, liqguenes, musgos y microartropodos. Las
biocostras estan implicadas en la formacidn, estabilidad y fertilidad de los suelos, pues
protegen las superficies desérticas de la erosion del viento y el agua, aumentando la
germinacion y supervivencia de plantas nativas. lgualmente, las biocostras mejoran el
contenido de elementos bioesenciales como carbono, nitrégeno y fésforo. Estos procesos
de transformacidn bidtica de ecosistemas incipientes son llevados a cabo en gran parte por
determinadas especies bacterianas presentes en las biocostras. Esta investigacion tuvo
como propasito iniciar la bioprospeccion de las biocostras presentes en el ecosistema en
formacion en el frente del glaciar del Humboldt. Para ello se aislaron 35 cepas bacterianas
psicrofilas y psicrotolerantes (a 5°C) potencialmente promotoras del crecimiento vegetal.
La identificacion molecular realizada indica que 28 de las 35 cepas aisladas pertenecen a
siete géneros diferentes, Arthrobacter, Cryobacterium, Frondihabitans, Pseudomonas,
Rhodococcus y Sphingomonas, Paenarthrobacter, pero su identificacion especifica queda
por resolverse. La exploracion in silico de las funciones ecoldgicas potenciales de dichas
cepas indica que estos diferentes géneros parecen estar involucrados en el ciclaje de
nitrégeno, mineralizacion y solubilizacion de fosforo, sintesis de siderdforos y sintesis o
regulacion de hormonas vegetales (auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno). El género
Pseudomonas es el que muestra una mayor versatilidad metabolica relacionada con
diversas funciones ecologicas y aplicaciones biotecnoldgicas relevantes.

Palabras claves: biocostras, bacterias, aislamiento, sucesién primaria, promocion del
crecimiento vegetal, metabolismo de bioelementos.
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Figura 14. Participacion de los géneros estudiados en el ciclo global del nitr6geno. Los
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Figura 15. Participacion de los géneros estudiados en la sintesis de sideroforos. Los
circulos negros indican los sustratos y productos de las subreacciones, las flechas negras indican
el sentido de la reaccion y los nameros representan el(los) género(s) que poseen los genes para
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Figura 16. Participacion de los géneros estudiados en la sintesis de acido indol-3-acético
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Figura 17. Participacion de los géneros estudiados en la sintesis de zeatina. Los circulos
negros indican los sustratos y productos de las subreacciones, las flechas negras indican el sentido
de la reaccion y los nameros representan el(los) género(s) que poseen los genes para completar la
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Figura 18. Participacion de los géneros estudiados en la sintesis de giberelinas. Los
circulos negros indican los sustratos y productos de las subreacciones, las flechas negras indican
el sentido de la reaccion y los nimeros representan el(los) género(s) que poseen los genes para
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Figura 19. Participacion de los géneros estudiados en la sintesis y degradacion de etileno.
Los circulos negros indican los sustratos y productos de las subreacciones, las flechas negras
indican el sentido de la reaccion y los nimeros representan el(los) genero(s) que poseen los genes
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Introduccion

De las principales zonas de la superficie terrestre, una de las méas afectadas por los procesos
antropoldgicos es la criosfera, cuyas masas de hielo incluyen una gran variedad de ecosistemas,
desde océanos, glaciares de agua dulce, capas de hielo, cubiertas de nieve y permafrost. Segun
Magallanes (2014), los glaciares son cuerpos de agua en forma de hielo, donde se puede encontrar
mas del 65% del agua dulce del mundo, siendo por esa razdn responsables de una gran variedad
de eventos climaticos presentes en la Tierra desde hace millones de afios.

Desde el momento en el que Abyzov y colaboradores encontraron células microbianas
viables dentro del hielo antartico (Abyzov et al., 1982), cientos de estudios han registrado que
estos cuerpos de agua congelados son el habitat de microorganismos en constante desarrollo y
evolucion, adn en las condiciones extremas que presentan. Segin Miteva (2008) el hielo de los
glaciares es un ecosistema Gnico que preserva la vida microbiana y el cambio cronolégico del
clima durante cientos de miles de afios. De hecho, dada la singularidad de estos ambientes y la alta
diversidad microbiana que albergan, los glaciares han sido considerados un bioma en si mismos
(Anesio & Laybourn-Parry, 2012). En estos ambientes frios y de gran altitud (en el caso de los
glaciares de montafia) hay evidencia de que las bacterias y los microorganismos en general
proliferan, incluso, en gotas de nubes sobreenfriadas cerca del hielo glaciar (Sattler et al., 2001),
usando acidos organicos y alcoholes para el crecimiento. Por lo tanto, la desaparicion de estas
masas de hielo afecta de forma directa la diversidad de especies microbianas de todo el planeta, y
por lo tanto, el funcionamiento de los ecosistemas.

Debe sefialarse que el cambio climético y en particular el aumento de la temperatura global,
estd provocando el retroceso de los glaciares a nivel mundial. Desde 1990, la reduccion de los
glaciares alpinos ha sido dramatica, con ritmos anuales de desaparicion muy acelerados. A nivel
mundial, la tasa de pérdida de masa de hielo entre 1996 y 2005 es el doble de la registrada entre
1986 y 1995, y cuatro veces superior a la tasa entre 1976 y 1985 (Zemp et al., 2008). De continuar
a este ritmo la deglaciacion, a finales del siglo XXI es muy probable que haya desaparecido buena
parte de los glaciares actuales, empezando por aquellos situados en zonas calidas, como el sur de
Europa, Africa, Asia tropical y América del Sur.

Segun Salamanca (2011) también en los Andes se acusa una regresion acelerada de los
glaciares. Un caso dramatico es el del nevado Pastoruri, en la Cordillera Blanca de Perd, cuyo
glaciar podria desparecer en pocas décadas. Igualmente, la mayoria de los glaciares de la Patagonia
Argentina y Chilena, incluyendo el Hielo Patagdnico, ha retrocedido de forma considerable en el
altimo medio siglo. El retroceso de los glaciares ha sido un reflejo de los cambios en el clima de
los Andes tropicales en los ultimos 50 a 60 afios. La temperatura en los Andes ha aumentado
aproximadamente 0,1 °C/década, con s6lo dos de los afios entre 1961-90 por debajo del promedio
(Vuille et al., 2015).

Tras el incremento acelerado de las temperaturas, Venezuela podria ser el primer pais del
mundo en quedarse sin glaciares, si esa lamentable carrera no es ganada por Uganda, Kenia o
Indonesia. El glaciar del pico Humboldt es el dltimo relicto del hielo glacial en el pais. El pico
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Humboldt es el segundo pico méas alto de Venezuela, con 4.940 m.s.n.m. y, se encuentra en el
Parque Nacional Sierra Nevada, en Mérida, sobre la Cordillera de los Andes. Varios estudios han
descrito la dindmica del glaciar del Humboldt a lo largo del dltimo siglo (Carrillo & Yépez, 2010;
Ramirez et al., 2020). Carrillo & Yépez (2010) estimaron un 84% de pérdida de masa glacial en
los 50 afios precedentes al estudio, y una tasa de retroceso de 31,4 m2/afio. En el momento de
dicho estudio, la superficie del glaciar era de tan sélo 0,240 km2. Sin embargo, diez afios mas
tarde, el glaciar del Humboldt se habia reducido a 0,046 km2 (Ramirez et al., 2020), y las
mediciones mas recientes (llevadas a cabo en marzo de 2022, con fotos de drone por parte del
personal de INPARQUES), indican que sdlo quedan 0,021 km2 de masa glacial (datos no
publicados).

Al retirarse el Glaciar del Humboldt, esta dejando a su paso un paisaje de roca desnuda que
esta siendo colonizada por una gran variedad de especies. Segun Clements (1916), cuando se
desarrolla un ecosistema nuevo en superficies desnudas, como la roca generada por el deshielo,
donde disturbios severos han removido la mayoria o toda la actividad biologica, se genera un
proceso de sucesion primaria. Sobre la roca desnuda descubierta por el deshielo se establecen
especies particulares. Segun Llambi et al. (2021), el proceso sucesional en el frente glacial del
Humboldt inicia con el establecimiento de liquenes y briéfitos (como organismos fotosintéticos
pioneros) que mejoran las condiciones locales dentro de las costras biologicas (amortiguacion de
las fluctuaciones de temperatura superficial del suelo) facilitando la colonizacion ruderal de
plantas vasculares.

Una de las comunidades mas representativas de estos procesos sucesionales en regiones
desérticas frias, son las costras biologicas (o biocostras, como se denominaran de ahora en
adelante), que son ‘“comunidades de elementos entrelazados constituidos por organismos
poiquilohidricos, como cianobacterias, algas verdes, microhongos, bacterias, liqguenes, musgos y
microartropodos” (Machado, 2020). Segun Belnap (2003), las biocostras ocurren sobre la
superficie de diferentes regiones como comunidades sucesionales efimeras. Una gran evidencia
cientifica indica que las biocostras facilitan la sucesién o establecimiento de organismos
posteriores (Bowker, 2007).

Los pequefios organismos presentes en las biocostras son sorprendentemente importantes
para muchos procesos en ecosistemas desérticos pasados y presentes (Belnap, 2003), pues se ha
registrado que estas comunidades estan implicadas en los procesos de fijacion de nitrégeno
(Belnap, 2001) y carbono (Machado, 2020), en la infiltracion de agua y fertilidad de suelos en
regiones desérticas (Brotherson et al., 1983) y en el establecimiento de especies de plantas
vasculares (Godinez-Alvarez et al., 2012).

Las biocostras influyen sobre la microtopografia de las superficies del suelo, actuando
como componentes esenciales para la captura de semillas transportadas por el viento y el agua
(Godinez-Alvarez et al., 2012). Seglin Belnap (2001), la presencia de biocostras del suelo puede
aumentar la temperatura de la superficie hasta en 14 °C, lo cual afecta directamente la germinacion
de las semillas, el crecimiento de las plantas y las tasas de absorcion de nutrientes.

14



La presencia de biocostras puede alterar significativamente el pH del suelo, la cantidad y
disponibilidad de nutrientes esenciales para las plantas y el contenido de materia organica. Segun
Belnap (2001), “los diversos estudios en desiertos frios muestran que las biocostras mejoran el
contenido de la mayoria de los elementos bioesenciales, como nitrégeno, potasio, calcio,
magnesio, fésforo, hierro, manganeso, cloro y azufre”. Una de las principales razones de eso es la
presencia de determinadas especies bacterianas (incluidas cianobacterias) en las bicostras, quienes
poseen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, y solubilizar y mineralizar el fésforo, haciendo
que estos nutrientes esenciales estén disponibles en el suelo para su captura y utilizacién por parte
de las plantas. Igualmente, debido a que muchos de estos organismos son autétrofos, las biocostras
tienen un papel esencial en la fijacion de carbono y su incorporacion a la cadena tréfica. De hecho,
se ha estimado que el 6-7% del carbono fijado durante la fotosintesis anualmente en la superficie
terrestre es asimilado por cianobacterias que forman parte de biocostras (Belnap., 2001).

La funcion de las biocostras en los ecosistemas frios del planeta ha suscitado gran interés
en la investigacion cientifica, reconociendo su papel como posibles pioneras en la sucesion
temprana de glaciares en retroceso (Chapin et al., 1994). En la sucesion primaria del frente glacial
del Pico Humboldt, las biocostras también parecen estar actuando como ‘“‘ingenieros
ecosistémicos” (Llambi et al., 2021). No cabe duda sobre el rol determinante de los
microorganismos de las biocostras en la transformacion y enriquecimiento del suelo en formacion
en un ecosistema incipiente como el que se estd ensamblando en dicho frente glacial. En este
contexto, el presente proyecto tiene como propdésito estudiar las bacterias presentes en las
biocostras del frente glacial del pico Humboldt. En particular, se aislaron e identificaron dichas
bacterias y se explor6 su posible papel ecolégico y como consecuencia, su rol potencial como
promotoras del crecimiento vegetal.

De esta manera, utilizando como modelo de estudio las bacterias psicrofilas y
psicrotolerantes presentes en las biocostras del pico Humboldt, se plantean las siguientes
interrogantes generales:

e ;Qué especies de bacterias cultivables son abundantes en las biocostras del frente glacial
de un glaciar tropical?

e ;Juegan estas bacterias un rol potencial en la promocién del crecimiento de especies
vegetales que forman parte de la sucesion primaria, dada su participacion en las principales
rutas metabdlicas que otorgan nitrégeno y fosforo al suelo, y en otras rutas metabdlicas
importantes?

e ;Son estos diferentes grupos bacterianos componentes principales de una intrincada red
metabdlica de interaccion del suelo?

e ;De qué maneras diversas permiten estas bacterias el establecimiento de nuevos
organismos colonizadores en los procesos sucesionales primarios?
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Marco tedrico

Glaciares y microbiota glacial

Los glaciares son masas de hielo que crecen como producto de la acumulacion,
compactacion y recristalizacion de la nieve. Segin Toro et al. (2008), éstos se forman debido a la
acumulacion gradual del hielo que cae sobre ellos a lo largo del tiempo. Cuando las nevadas del
invierno superan la pérdida de nieve en el verano debido a la evaporacion y derretimiento, una
nueva capa de nieve se agrega a la superficie del glaciar. Esta nieve de la superficie se derrite y se
vuelve a congelar en los dias calidos y las noches frias, lo que permite compactar la nieve y
convertirla en hielo granular, al que se le llama “firn”. Este hielo intermedio luego se comprime
sobre un periodo de 25 a 100 afios en hielo glacial duro y cristalino por el peso de las capas
superiores (Strahler, 1970). Cuando la masa de hielo se vuelve tan espesa que comienza a moverse
bajo la fuerza de la gravedad, el glaciar se desplaza hacia abajo encontrando menos nevadas y
temperaturas mas calidas a menor altitud, lo que provoca la pérdida de hielo y el derretimiento del
glaciar. De esta manera, un glaciar es un sistema abierto que mantiene un equilibrio dinamico entre
la entrada de nieve acumulada y la salida de la nieve que se derrite o se evapora (Strahler, 1970).

La Cordillera de los Andes, ubicada al oeste de Venezuela, cubre mas de 400 Km del
territorio nacional. La Sierra Nevada constituye un fragmento de la Cordillera de los Andes, y se
encuentra ubicada al norte de ésta (Carrillo & Yépez, 2010). La Sierra Nevada se localiza entre las
coordenadas 7°30” a 10°10° Norte, 69°20” a 72°50” Oeste, y en ella se encuentra uno de los relieves
montafiosos mas importantes del pais (Toro et al., 2008). Sobre esta Sierra, resaltan el Pico Bolivar
(4.980 m), Pico Humboldt (4.942 m), Pico Bonpland (4.883 m), Pico La Concha (4870 m), Pico
Toro. (4758 m) y Pico Leon (4720 m). Estos picos se encontraban cubiertos por nieves perpetuas
hace mas de 50 afios, constituyendo regiones montafiosas donde estuvieron establecidos glaciares
importantes, de amplia extension.

El glaciar del Humboldt forma parte de lo que se conoce, en Venezuela, como Glaciar del
Sinigiis, descrito por Janh en 1925. El glaciar del Siniguis es un casquete de hielo ubicado entre
los picos Humboldt y Bonpland. El Pico Humboldt (8°33'0.8” N, 71°59'50.6" O), es el pico que
posee el ultimo glaciar de Venezuela (Ramirez et al., 2020). La zona que constituye el Pico
Bonpland ha perdido, en la actualidad, todo su hielo glaciar.

Segun Ball et al. (2013), en la actualidad, los glaciares tropicales (como el glaciar del pico
Humboldt) se han visto afectados de manera directa por las perturbaciones climaticas, por lo que
muchos de ellos se encuentran entre los glaciares en retroceso mas rapido de toda la region andina.
Con esta tendencia, los glaciares de los Andes venezolanos (actualmente s6lo permanece el glaciar
del Pico Humboldt) se cree que desapareceran totalmente en poco tiempo (Ramirez, et al., 2020).
Este proceso de retroceso puede ser explicado por diferentes factores que relacionan de manera
directa al cambio climatico y a la estructura fisica del Pico Humboldt.

En cuanto al cambio climatico global, se sabe que la accidn del efecto invernadero y la
presencia de periodos anuales secos en esta region andina pueden ser los principales factores
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relacionados con el retroceso de este hielo glaciar. Sin embargo, Magallanes (2014) sugiere que
este glaciar ha prevalecido en el tiempo debido a factores topograficos entre los que destacan
ciertas anomalias del propio Pico Humboldt, tales como:

Mayor flujo de nieve a través del lomo entre los picos Humboldt y Bonpland, lo que
permite una mayor acumulacion de nieve en las laderas orientadas al noreste y no en la parte
superior, como es lo comin en otros glaciares tropicales, permitiendo mantener estable lo que adn
queda del area del glaciar.

La presencia de nubes que tienden a proteger las laderas del glaciar de la radiacién solar
por la tarde en el norte y oeste de la Sierra Nevada de Mérida. La otra parte del glaciar que queda
desprotegida, encuentra sombra gracias a las crestas rocosas circundantes.

Finalmente, la presencia del collado existente entre los picos Humboldt y Bonpland. Este
collado es lo suficientemente grande para permitir la gran acumulacion de nieve necesaria para la
formacion y mantenimiento del glaciar.

Desde hace algunas decadas, se ha registrado que los glaciares, como el glaciar del
Humboldt, son depdsitos de formas microbianas. Los microorganismos presentes en ellos llegan a
su superficie asociados a pequerias particulas de polvo impulsadas por el viento, en algunos casos
luego de viajar largas distancias, desde ecosistemas lejanos (Priscu et al., 2007). Christner et al.
(2000) fueron los primeros en descubrir que los glaciares de todo el mundo han sido colonizados
por microorganismos desde hace millones de afos. Muchas de estas especies microbianas
colonizadoras de estos ambientes, pueden permanecer con vida hasta la actualidad. Sin embargo,
algunos de estos microorganismos han evolucionado in situ y se han adaptado a las condiciones
predominantemente agrestes de este entorno (Bidle et al., 2007).

Lo que queda del glaciar del Pico Humboldt es considerado como un habitat microbiano
frio. En 2013, Ball y colaboradores aislaron, identificaron y caracterizaron 45 cepas bacterianas
del hielo glacial del Pico Humboldt, siendo ese el primer reporte de microorganismos del hielo
glacial en los Andes.

Segun Ronddn et al. (2016), que estudiaron las bacterias presentes en el hielo glacial del
Pico Bolivar, los ambientes glaciares tropicales albergan una abundante comunidad bacteriana,
consistente principalmente de microorganismos “psicrotolerantes”, también Illamados
“psicrotroficos” (Morita 1975) o “‘euripsicrofilicos”, y “psicrofilicos” (Morita 1975; o
“estenopsicrofilicos”), muchos de los cuales enfrentan la extincion total considerando el rapido
derretimiento de estos ambientes. Morita (1975) introdujo el término “psicrofilicos” (amantes del
frio) para referirse a aquellos microorganismos cuyas temperaturas de crecimiento (minimo,
optimo y maximo) son iguales o menores que 0, 15 y 20 °C, respectivamente. En cambio, los
organismos ahora llamados “psicrotolerantes” (resistentes al frio) presentan temperaturas optimas
y maximas mayores a esos valores (Helmke & Weyland 2004).

Yarzabal (2021) indica que los microbios aislados del hielo de glaciares andinos son a
menudo psicrofilos ya que pueden crecer de manera Optima a bajas temperaturas. Los
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microorganimos psicrofilos no s6lo se mantienen metabdlicamente activos, sino que también se
dividen a bajas temperaturas. Esta habilidad ha evolucionado a través de una serie de adaptaciones,
tanto moleculares como fisioldgicas, que les permite hacer frente a las duras condiciones
impuestas. Los microorganismos presentes en el hielo glaciar pueden abarcar una gran diversidad
de especies bacterianas psicrofilas que ademas de soportar bajas temperaturas, también toleran
altas presiones hidrostéticas y osmaticas, muy baja disponibilidad de nutrientes y elevadas dosis
de radiaciones cosmicas, solares y terrestres (Ball et al., 2013).

Las bacterias psicrofilas aisladas del hielo glacial de los glaciares venezolanos poseen
funciones ecosistémicas importantes, como la promocion del crecimiento vegetal, ya que
promueven la disolucién de fosforo inorganico a bajas temperaturas, tienen la capacidad de
producir fitohormonas, excretan sideréforos e inhiben fitopatdgenos (Ronddn et al., 2019, Balcézar
et al., 2015). En otro estudio pionero de este tipo, Tapia et al. (2019) llevaron a cabo el aislamiento
de microorganismos psicrofilicos y psicrotolerantes promotores del crecimiento de plantas en otro
habitat frio. Los autores encontraron, igualmente, que las bacterias aisladas producian acido
indolacético, enzimas hidroliticas (celulasas, xilanasas y quitinasas) y sideréforos, y eran capaces
de solubilizar fosfato inorganico; estos atributos metabdlicos promueven el crecimiento de las
plantas a las cuales se encuentran asociadas.

Sucesion primaria

La dinamica de los ecosistemas en el tiempo, como producto de un disturbio, incluye dos
tipos de sucesiones ecoldgicas, la sucesion primaria y la secundaria. La sucesion primaria se refiere
al patron temporal de cambio de las comunidades de organismos de un ecosistema que se produce
tras la colonizacion de un sustrato de nueva formacion que no haya sido previamente modificado
por ningln organismo de manera significativa. Este proceso se da, por ejemplo, en las areas
cubiertas por erupciones volcanicas o en los terrenos que quedan descubiertos tras la desaparicion
de una capa de hielo por retroceso de un glaciar (Fernandez, 2016). De esta manera, tras la
desaparicion del hielo glaciar que cubre el Pico Humboldt, ocurre sobre la roca desnuda un proceso
de sucesion primaria (Llambi et al., 2021).

De manera muy similar a lo ocurrido en el frente de dos glaciares de la Tierra de Fuego
(Chile) en un escenario de sucesion primaria (Fernandez, 2016), los primeros organismos que
colonizan el frente glacial del Pico Humboldt son los microrganismos, los liquenes y los musgos,
los cuales contribuyen de manera importante a la formacién del suelo (Llambi et al., 2021). Estas
formas de vida, seguidas de hongos e incluso hierbas dan lugar a formaciones vegetales mas
complejas. En el escenario de la sucesién primaria antes mencionada, en Tierra de Fuego, el
proceso parte de etapas iniciales que presentan una composicion taxondémica de bacterias, hongos
y algas, caracterizada por la presencia de grupos como la clase de bacterias Cyanobacteria, la de
hongos Chytridiomycetes o el orden de algas Prasiolales (Fernandez, 2016). Segun Llambi et al.
(2021), que analizaron el desarrollo sucesional del suelo y el ensamblaje de liquenes, briéfitos y
de comunidades vegetales durante las Gltimas etapas del retroceso de los glaciares en los altos
Andes tropicales, son los liquenes y briéfitos los principales organismos fotosintéticos pioneros en
estos ecosistemas alpinos tropicales de los Andes del Norte.
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De acuerdo con Ferndndez (2016), los microorganismos de etapas sucesionales iniciales
tras la desaparicion de los glaciares chilenos antes mencionados podrian estar participando en rutas
que incrementan la disponibilidad de nutrientes en el suelo, mientras que, transformaciones con
requerimientos mas especificos, como la desnitrificacion y la metanogénesis, y, posteriormente, la
degradacion de sustratos organicos complejos, parecen tener un papel mas relevante en etapas
sucesionales intermedias y avanzadas, con abundante colonizacién vegetal.

El estudio de Fernandez (2016) y otros de su tipo (e.g. Zimmer et al., 2014), no conciernen
los Andes tropicales. Ademas, en estos estudios se describe principalente la dindmica sucesional
de las comunidades vegetales. No se encontraron estudios que expliquen la dindmica sucesional a
nivel de las comunidades microbianas en glaciares tropicales de los Andes. Es decir, no se sabe
cémo cambian tales comunidades a lo largo de la sucesion, cuales son sus especies constituyentes
y cudles son sus roles especificos.

Biocostras y su funcién

La capa mas superficial de los suelos en desiertos frios representa uno de los entornos mas
extremos de la tierra. El término “costra biologica” o “biocostra” hace referencia a comunidades
complejas presentes en la superficie del suelo. Estas son comunidades de organismos
poiquilohidricos como cianobacterias, bacterias heterdtrofas, musgos, liquenes, microhongos y
microartropodos que interactan entre si y aportan cohesion a los suelos deserticos (Belnap, 2003).

En regiones deserticas frias, como el Pico Humboldt, los organismos que forman parte de
las biocostras (Figura 1) requieren de adaptaciones ecologicas que les permitan sobrevivir frente a
condiciones adversas. Entre estas adaptaciones destacan:

e Lacapacidad de los organismos de la corteza para tolerar la deshidratacion extrema, lo cual
permite resistir periodos prolongados de radiacion intensa y ausencia de agua (Belnap,
2003).

e Para mantener las funciones normales de las membranas celulares, las bacterias y
organismos psicréfilos se adaptan cambiando la composicion de los acidos grasos de las
membranas celulares (Evans & Lange, 2001).

e Ajuste de las rutas metabolicas, por parte de cianobacterias, algas y plantas, para llevar a
cabo la fijacion de carbono a altas y bajas temperaturas (Evans & Lange, 2001).

e Presencia, en bacterias, de pigmentos para reflejar y/o absorber la radiacion excesiva
(Belnap, 2003).
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Figura 1. Biocostras presentes en la transecta del afio 2009 del Pico Humboldt. Son visibles algunos

organismos macroscopicos como musgos (verdes, en circulos negros) y liquenes (puntos blancos y rosados, en
ciruculos blancos). Fuente propia.

Como producto de la interaccion de los diferentes organismos presentes en las biocostras,

se les atribuyen muchas funciones ecologicas que les permiten participar en la formacion,
estabilidad y fertilidad de los suelos de regiones desérticas frias (Belnap, 2003). Entre ellas
destacamos:

Permiten la retencidn de polvo rico en nutrientes (fésforo y nitrégeno), como consecuencia
de la presencia de vainas de exopolisacaridos secretados por las bacterias existentes en
ellas, favoreciendo la fertilidad de los suelos y la entrada de agua (Belnap, 2003).
Promueven la meteorizacion de la roca, producto de una mayor retencion de agua
(Schwartzman, 1989).

Incrementan la estabilidad del suelo, que se ve promovida por la presencia de polisacaridos
extruidos por los organismos de la corteza, que permiten unificar las particulas en
agregados. En las superficies agregadas prevalece la mayoria de la biota del suelo y las
transformaciones de nutrientes; ademas, los agregados aumentan la aireacion del suelo, la
infiltracién y la resistencia a la erosion (Belnap, 2003).

Originan un aumento de las entradas de carbono y nitrégeno al ecosistema, debido a la
presencia de bacterias fijadoras de nitrégeno y cianobacterias. Las biocostras son
consideradas una fuente importante de estos elementos en los desiertos donde la cobertura
de plantas vasculares es limitada. Gran parte del carbono y nitrégeno fijado por las costras
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se libera al mojarse, por lo que los eventos de lluvia aportan pulsos de agua y nutrientes a
los suelos del desierto (Evans & Lange, 2001).

o Promueven un aumento de la presencia de plantas vasculares y fertilidad del suelo,
ya que aumentan la retencion de semillas y materiales organicos (Belnap, 2001).

Bacterias presentes en las biocostras

Las bacterias psicréfilas y psicrotolerantes, es decir, aquellas que son capaces de crecer
activamente en ambientes permanentemente frios, estan entre los principales organismos presentes
en las biocostras establecidas tras la desaparicion del Glaciar del Humboldt (Ball et al., 2013).
Estas bacterias, ademas de soportar bajas temperaturas, enfrentan un sinfin de condiciones
estresantes dadas las condiciones climaticas de estos ambientes. Ellas estan expuestas a altas
presiones hidrostaticas y osmoéticas, muy baja disponibilidad de nutrientes y elevadas dosis de
radiaciones cOsmicas, solares y terrestres (Ball et al., 2013) ademas de fluctuaciones de
temperaturas importantes durante el dia y la noche.

Muchas de las bacterias de desiertos frios han desarrollado respuestas fisioldgicas que les
permiten sobrevivir durante largos periodos de tiempo bajo condiciones extremas. Algunas de
estas respuestas a los ambientes frios incluyen la produccién de proteinas anticongelantes y
crioprotectores, la modificacion de la fluidez de la membrana mediante la sintesis de mayores
cantidades de acidos grasos insaturados, la produccion de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS) basadas en carbohidratos, y la sintesis de enzimas psicrofilas, entre otras (Ball et al. 2013).

Aunque varios estudios (Machado, 2020; Belnap, 2001) registran como organismos
pioneros de las biocostras a las cianobacterias Microcoleus vaginatus y Scytonema spp, las
cianobacterias no son los Unicos procariotas presentes en biocostras. Segun Maier et al. (2016), en
biocostras canadienses los géneros bacterianos Belnapia, Muricoccus y Sphingomonas son
predominantes en estas comunidades microbianas. Los grupos de bacterias Betaproteobacteria,
Actinobacteria y Acidobacteria también han sido registrados en biocostras de desiertos calientes
como el Desierto de Sonora.

A pesar de que algunos estudios registran géneros bacterianos importantes como
constituyentes de las biocostras (Machado, 2020), en general existen pocos registros de bacterias
presentes en biocostras de desiertos frios o de sucesiones primarias en frentes glaciales, por lo que
se sabe muy poco acerca de los géneros bacterianos heterétrofos presentes en estas biocostras.

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB)

Los microorganismos presentes en el suelo o en biocostras establecidas en él incluyen
organismos fungicos y bacterianos que pueden cumplir funciones beneficiosas para las plantas.
Especificamente, las bacterias presentes en el suelo, bien sean asociadas a biocostras o las que se
encuentran alrededor de la rizdsfera, pueden favorecer el crecimiento de las plantas y como
consecuencia, la productividad vegetal. Estas bacterias se denominan bacterias promotoras del
crecimiento vegetal o PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria; Olanrewaju et al., 2017).
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Las PGPB que colonizan especificamente las raices de las plantas son conocidas como
rizobacterias 0 PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Segin Lopes et al. (2021), éstas
tienen efectos benéficos para sus hospedadores. En general, las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPB) otorgan beneficios a las plantas; por ejemplo, modulan la produccion
de fitohormonas, aumentan la disponibilidad de nutrientes como nitrégeno, fésforo y potasio del
suelo y favorecen la resistencia contra patogenos (Lopes et al., 2021).

Las PGPB estan representadas por una gran diversidad de especies, entre las cuales se
incluyen especies de vida libre (Pseudomonas spp., Arthrobacter spp.), otras que forman
relaciones simbidticas especificas con las plantas (por ejemplo, Rhizobia spp. y Frankia spp., que
forman nddulos en las raices de plantas especificas), end6fitos que pueden existir dentro de los
tejidos de la planta (Olanrewaju et al., 2017) y cianobacterias (Glick, 2012).

Segun Yarzabal (2010), en la rizésfera y el suelo circundante, los microorganismos interactian
con las plantas de varias maneras, por lo que mecanicamente, las PGPB se pueden clasificar en:

e Biofertilizantes: proporcionan nutrientes esenciales para el crecimiento de la planta. Por
ejemplo, nitrégeno y fosforo.

e Bioestimulantes: promueven el crecimiento de las plantas mediante la liberacion de
fitoestimulantes (hormonas vegetales).

e Bioprotectores o biocontroladores: acttan inhibiendo los patdégenos de las plantas.

Segun Glick (2012), las PGPB pueden intervenir en el desarrollo de las plantas mediante dos
mecanismos de accion. Uno de ellos es directo, es decir, facilita la adquisicion de recursos o
modula los niveles de hormonas vegetales. El otro es indirecto, y disminuye los efectos inhibitorios
de varios agentes patogenos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas, es decir, actiia como
bacterias de control bioldgico.

Los mecanismos directos son procesos en los que las PGPB proporcionan a las plantas recursos
0 nutrientes que no estan suficientemente disponibles en el suelo, es decir, nutrientes de los que
las plantas carecen, promoviendo de manera directa el crecimiento vegetal (Glick, 2012). Segun
Olanrewaju et al. (2017), los principales nutrientes que las PGPB hacen disponibles para las
plantas son el fosforo, nitrégeno y hierro. Estos mecanismos incluyen, ademas, la produccion de
fitohormonas como auxinas, citoquinina y giberelina. Adicionalmente, algunos autores indican la
sintesis de la enzima ACC desaminasa por parte de las PGPB como un mecanismo directo de
promocion de crecimiento vegetal.

Los mecanismos indirectos se refieren a rasgos bacterianos que inhiben el funcionamiento de
uno o mas organismos fitopatdégenos, tanto hongos como bacterias. Los mecanismos indirectos
incluyen, segun algunos autores, la ACC desaminasa, antibioticos, enzimas que degradan la pared
celular, competencia, cianuro de hidrégeno, resistencia sistémica inducida, extincion del quérum
y sider6foros (Olanrewaju et al., 2017).
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El fosforo

El fésforo (P), al igual que el nitrgeno, es un macronutriente esencial para toda la biota
de la Tierra, ya que estd implicado en los procesos de bioenergética celular, la formacion de bicapas
lipidicas y el mantenimiento de estructuras genéticas (Bergkemper et al., 2016).

En ecosistemas naturales frios, como los paramos andinos y altiandinos, el P es un factor
limitante para el crecimiento de las plantas (Frkova et al., 2022). Es por ello que su presencia es
sumamente importante en los procesos sucesionales en estas zonas. Aunque muchos suelos
contienen grandes reservas de P total, la biodisponibilidad del ortofosfato soluble, que puede ser
utilizado por la mayoria de la biota, es baja (Bergkemper et al., 2016). En consecuencia, se
considera que el P es el mas inaccesible y no disponible de todos los nutrientes del suelo. Por lo
tanto, se ha aceptado generalmente el papel prominente de los microorganismos en la renovacion
del fosforo del suelo, ya que podrian aumentar la disponibilidad de éste por diferentes medios, lo
que conduce a una mejor nutricion de P de las plantas y demas niveles troficos de los ecosistemas
(YYarzébal, 2021).

Ciclo del fésforo

La biodisponibilidad del fésforo para las plantas depende, en cierta medida, de la
recirculacion de este elemento en la Tierra. Para conocer el papel de las PGPB en hacer disponible
este elemento es necesario entender el ciclo del fosforo (Figura 2). Segun Mullen (2019), en la
Tierra, el mayor reservorio de P son las rocas. Esta reserva de formas inorganicas de P sirve como
fuente de ortofosfatos para las plantas y los microorganismos del suelo. Alternativamente, las
fuentes organicas de P, como los residuos de cultivos y el estiércol, pueden ser utilizados por los
organismos Vivos a traves de tres rutas diferentes:

El P orgéanico, especialmente en forma de fosfatos de inositol, puede incorporarse
directamente al humus estable, volviéndose menos disponible para su uso vegetal y microbiano, o
puede ser mineralizado como ortofosfato mediante la descomposicion microbiana.

De esta manera, parte del P que queda en el suelo puede ser incorporado a la biomasa
microbiana durante la descomposicidn. Este P inmovilizado puede estar disponible como P soluble
cuando la fracciébn de biomasa microbiana muere y es a su vez mineralizada por otros
microorganismos.

Estos tres procesos hacen referencia al procesamiento del fésforo organico en el suelo
(Mullen, 2019). Sin embargo, el proceso de disolucion de la apatita y otros minerales secundarios
de P pueden mejorarse mediante las actividades de microorganismos y plantas. La disolucién o
solubilizacion de estos minerales liberan ortofosfato al medio, donde pueden ser utilizados por las
plantas u otros microorganismos.
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Figura 2. Ciclo general del fésforo. Se muestran los procesos de disolucion y mineralizacion. En circulos y
letra cursiva se indican los genes bacterianos involucrados en cada proceso. Figura recopilada a partir de varios
articulos citados en el texto.

Mecanismos bacterianos para el ciclaje del fosforo

En el ciclo del fosforo participan un sinfin de microorganismos, siendo las bacterias
heterdtrofas uno de los grupos mas importantes. La mayor parte del fésforo del suelo se encuentra
en formas insolubles y las plantas s6lo pueden absorber este mineral en dos formas ionicas
solubles, la monobasica (H2PO4) y la dibasica (HPO.%) (Ribaudo et al., 2013)

Segun Beltran (2014), las bacterias son capaces de liberar el fosforo no disponible para las
plantas mediante dos mecanismos contrastantes, y asi convertir las formas insolubles de fésforo
en formas solubles. De esta manera, existen microorganismos solubilizadores de fosfato (MSF) y
microorganismos mineralizadores de fosforo (MMF). Los MSF permiten la liberacién de grupos
fosfatos mediante la sintesis de acidos organicos. En cambio, los MMF liberan fosfatos empleando
mecanismos enzimaticos (Pezoa, 2021). Especificamente las bacterias favorecen la liberacion de
P desde fuentes inorganicas por medio de la disolucion/solubilizacion, y desde fuentes organicas
a través de la mineralizacion (Beltran, 2014). Diferentes cepas bacterianas presentes en biocostras
podrian estar implicadas en procesos de disolucién y mineralizacion del fosforo, lo que podria
contribuir a la disponibilizacién de fosforo en estos suelos y, por lo tanto, al crecimiento vegetal.

Disolucién o solubilizacion
El proceso de solubilizacion de fosfatos (lado izquierdo de la Figura 2) se refiere a la liberacion
del fosforo desde fuentes inorganicas hacia el medio. El principal mecanismo microbioldgico por
el cual los compuestos fosfatados son solubilizados es la disminucion del pH del medio
extracelular hasta valores aproximados a 2.0, que son necesarios para que se pueda llevar a cabo
la solubilizacion (Beltran, 2014). Este fendmeno tiene lugar tras la liberacion de acidos organicos
de bajo peso molecular por parte de los microorganismos (Beltran, 2014).
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Segun Beltrén (2014), los microorganismos utilizan los azucares que toman de los exudados
de las raices de las plantas, lo metabolizan y liberan &cidos orgénicos. Entre los &cidos orgénicos
mas importantes destacan los &acidos gluconico, butirico, oxalico, succinico, mélico, acético,
lactico, citrico, entre otros, que actian como buenos quelantes de los cationes de calcio, hierro,
magnesio y aluminio que estan asociados a los fosfatos en los compuestos fosfaticos insolubles.
Esto provoca la liberacion del grupo fosfato que se encontraba unido al metal correspondiente
(calcio, hierro, magnesio, aluminio, entre otros).

Gran parte de estos acidos son sintetizados en el periplasma de muchas bacterias gram-
negativas a través de la ruta de oxidacion directa de la glucosa (DOPG por sus siglas en inglés
Direct Oxidation Pathway of Glucose). Las enzimas de esta via metab6lica, como son la
quinoproteina glucosa deshidrogenasa (GDH) y el gluconato deshidrogenasa (GADH), estan
ubicadas en la cara exterior de la membrana citoplasmatica, lo que favorece la oxidacion de
sustratos en el espacio periplasmico. De esta manera, los diferentes acidos organicos salen de las
células y liberan grandes cantidades de fosforo soluble a partir de fosfatos minerales (Beltran,
2014).

En particular, el acido gluconico es el &cido mas frecuente en la solubilizacion de fosfatos, y
en bacterias se ha registrado que algunas especies de los géneros Bacillus, Pseudomonas,
Burkholderia,  Agrobacterium,  Flavobacterium,  Aerobacter,  Rhizobium, Yarowia,
Streptosporangium, Achromobacter y Erwinia son capaces de llevar a cabo su sintesis (Beltran,
2014; Moreno et al., 2018). Otro acido organico producido por bacterias solubilizadoras de fosfato
es el acido 2-cetogluconico sintetizado por Rhizobium leguminosarum, Rhizobium meliloti y
Bacillus firmus (Beltran, 2014).

Mineralizacion

Segun Mullen (2019), la mineralizacion de fésforo (parte derecha de la Figura 2) por parte de

los microorganismos es la transformacion del fosforo proveniente de la materia organica en
ortofosfato inorganico.

Muchos microorganismos, incluyendo bacterias, son capaces de mineralizar el fosforo presente
en compuestos organicos fosforados. Estas bacterias liberan el ortofosfato desde fuentes organicas,
mediante reacciones enzimaticas de ortofosfato. Las principales enzimas involucradas en este
proceso son la fosfatasa acida (codificada por el gen olpA), la fosfatasa alcalina (gen phoD), la
fitasa (gen appA), la fosfonatasa (gen phnX), y la CP liasa (gen phnJ; Liang et al., 2020). Todas
estas reacciones de mineralizacién han sido registradas en especies bacterianas presentes en el
suelo. Se han registrado diferentes especies de Pseudomonas, Bacillus, Agrobacterium, etc.
capaces de mineralizar el ortofosfato (Liang et al., 2020).

e Fosfatasas

Son enzimas que llevan a cabo la hidrolisis de ésteres y anhidridos de ortofosfato-P. Segun
Tapia et al. (2013), en la bidsfera, el P se encuentra principalmente en su mayor estado de
oxidacion (+5), como el ortofosfato inorganico (PO4), y los ésteres de acido fosforico. Estas
formas quimicas de fosforo generalmente consisten en fosfomonoésteres de inositol, fosfolipidos
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y &cidos nucleicos que pueden ser hidrolizados por diferentes tipos de fosfatasas. Las fosfatasas
mas comunmente encontradas en bacterias del suelo son las fosfomonoesterasas, que hidrolizan
enlaces fosfomonoéster, siendo las mas ampliamente estudiadas la fosfatasa acida y la fosfatasa
alcalina.

e Fitasas

Son enzimas capaces de catalizar la hidrdlisis de &cido fitico (fitinas) o fosfatos de inositol, los
cuales pueden constituir hasta un 50 % del P organico en el suelo (Mullen, 2019). Segun Mullen
(2019), estas enzimas extracelulares son excretadas por microorganismos, como bacterias del
género Escherichia.

e Fosfonatasas

Son enzimas del tipo hidrolasas que catalizan la ruptura de enlaces carbono-fésforo presentes
en compuestos del tipo fosfonatos. Los fosfonatos son compuestos organofosforados en los que el
fosforo emplea una valencia +3 (ej. fosfonato, aminoetilfosfonato, fosfito) y donde el fosforo estéa
enlazado directamente a un 4tomo de carbono, en lugar del enlace éster mas comin C-O-P (Tapia
et al., 2013). Se conocen tres hidrolasas capaces de romper el enlace C-P: la fosfonoacetaldehido
hidrolasa conocida como fosfonatasa, la fosfonoacetato hidrolasa y la fosfonopiruvato hidrolasa
(Tapia et al., 2013).

Bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus son capaces de llevar a cabo la sintesis de
fosfonatos. Sin embargo, solo se ha demostrado que las especies Pseudomonas aeruginosa y
Bacillus cereus pueden utilizar el 2-aminoetilfosfonato (2AEP; fosfonato mas abundante en la
naturaleza) como fuente de P, ya que degradan el enlace C-P con enzimas del tipo fosfonatasas.

La ruta de degradacion del 2-aminoetilfosfonato en bacterias inicia con la transaminacion del
2AEP a 2-fosfonoacetaldehido (PAA) (OHC-CH2-POszH; Tapia et al., 2013). La enzima
responsable de catalizar esta reaccion es conocida como la 2AEP-piruvato aminotransferasa, la
cual tiene alta afinidad por los sustratos 2AEP y &cido pirtvico. En el segundo paso de la ruta
degradativa, el PAA es dividido hidroliticamente en fosfato inorganico y acetaldehido. La enzima
que cataliza esta reaccion es la fosfonoacetaldehido hidrolasa o fosfonatasa (Tapia et al., 2013).

Ademas de estas enzimas, también se han caracterizado varios transportadores de P que se
encuentran en células de raices de plantas y en microorganismos. Los transportadores son proteinas
transmembranales que capturan el fosfato inorganico y lo introducen a las células (Tapia et al.,
2013).

Gran parte de las enzimas fosfatasas y fosfonatasas estan codificadas por genes que forman
parte del regulon Pho (Tapia et al., 2013). Segun Santos (2015), el regulon de fosfato (pho) es un
mecanismo regulador global involucrado en el manejo bacteriano de fésforo inorganico (Pi). La
mayoria de los genes activados por el regulon Pho son aquellos que codifican enzimas
extracelulares capaces de obtener Pi a partir de fosfatos organicos, transportadores especificos de
Piy enzimas involucradas en el almacenamiento y ahorro del fosforo.

Entre los genes mas importantes de este regulon destacan genes como el phoA que codifica
para las fosfatasas alcalinas, las fosfolipasas (phoD), las fosfodiesterasas de glicerofosfodiéster
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(9lpQ y ugpQ), las fitasas (phyC) y las 5’-nucleotidasas (ushA). Especificamente, el gen del
transportador de fosforo pst es uno de los genes més conservados del regulon Pho en todas las
bacterias. Este regulon, ademas, exhibe genes encargados de codificar otros transportadores de
fosforo, como lo es el gen pit, el cual codifica un transportador de fosforo de baja afinidad, el gen
phn involucrado en la captacion de fosfonatos en Escherichia coli y el gen ugp que interviene en
la entrada de glicerofosfodiésteres a la célula (Santos 2015).

El regulén Pho esté controlado por un sistema regulador de dos componentes que comprende
una proteina sensora de histidina quinasa de membrana interna y un regulador de respuesta
transcripcional citoplasmético. Estas proteinas han recibido diferentes nombres en algunas
bacterias, como: PhoR—-PhoB en E. coli, PhoR—PhoP en Bacillus subtilis, PnpR—PnpS en
Streptococcus pneumoniae, PhoR—PhoS en Corynebacterium glutamicum y PhosS—PhosR en
Campylobacter jejuni (Santos 2015). Ademas, Santos (2015) también indica que, ante la escasez
de Pi, el regulador de respuesta es fosforilado en un residuo aspartico por la quinasa sensora. El
regulador de respuesta fosforilado puede unirse a secuencias especificas en el ADN (conocidas
como caja PHO) y activar o reprimir la transcripcion de genes.

Genes funcionales de la ruta del fosforo

Para identificar la presencia de genes implicados en el metabolismo del fosforo se han
disefiado diferentes cebadores oligonucleotidicos que se dirigen a genes que codifican para
fosfatasas (phoN, phoD), fitasas (appA) y fosfonatasas (phnX) asi como la quinoproteina glucosa
deshidrogenasa (gcd) y diferentes transportadores de P (pitA, pstS). Bergkemper et al. (2016)
disefiaron cebadores de oligonucledtidos para amplificar genes microbianos que codifican enzimas
que catalizan la mineralizacion del P organico del suelo (phoD, phoN, appA, phnX), la disolucion
de P inorganico (gcd), asi como genes que codifican sistemas de transporte de fosfato microbiano
(pitA, pstS).

El balance entre la elevada especificidad de estos cebadores (es decir, la capacidad de
reconocer una secuencia tnica dentro del ADN templado), y el alto grado de degeneracion (una
mezcla de secuencias de oligonucleotidos en las que algunas posiciones contienen una serie de
bases posibles), permite amplificar genes de una gran diversidad de microorganismos del suelo,
entre los que se incluyen bacterias y cianobacterias (Bergkemper et al., 2016; Ragot et al., 2015).
Es por esto que el uso de dichos cebadores podria ser de gran utilidad en bacterias presentes en
biocostras.

El nitrégeno

El nitrégeno (N) es otro de los nutrientes mas importantes para el crecimiento de todos los
organismos Vivos, incluidas las plantas y las bacterias, pues forma parte de numerosas moléculas
organicas, como son los aminoéacidos, acidos nucleicos e incluso moléculas de transferencia de
energia. Es bien conocido que el nitrégeno atmosférico (N2) no es asimilable por parte de las
plantas vasculares, siendo necesaria su fijacidn y posterior reduccion a amonio (NHa4) por
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cianobacterias, cianoliquenes u organismos procariotas como bacterias heterdtrofas (Castillo &
Maestre, 2011).

En ecosistemas aridos y semiaridos, donde la cantidad de nitrogeno presente en el suelo es
mucho més baja que en otros ecosistemas, la fijacion de N2 es llevada a cabo principalmente por
los organismos que componen las biocostras (Belnap 2001). En diversos estudios se han registrado
valores de fijacion de N2 por parte de las biocostras en ecosistemas aridos. Estos valores van de
0.2 kg ha-1afio-1 a 100 kg ha-1afio-1 bajo condiciones 6ptimas de humedad y temperatura (Castillo
& Maestre, 2011).

Ciclo del nitrégeno

Segun Nelson & Cox (2009), la fuente mas importante de nitrégeno es la atmésfera, pues
mas del 90% del nitrdgeno de la Tierra se encuentra como nitrogeno molecular, el cual no es
facilmente asimilable por las plantas. Una forma de entender como el nitrégeno ingresa al suelo y
a las estructuras bioldgicas es mediante la comprension del ciclo del nitrogeno (Figura 3), el cual
nos permite conocer mejor el papel que tienen las bacterias en hacer este elemento disponible para
las plantas.

El primer paso del ciclo consiste en la fijacion (reduccion) del nitrégeno atmosférico por
parte de bacterias fijadoras de nitrogeno para proporcionar amoniaco (NHs) o amonio (NH4), el
altimo de los cuales se ioniza facilmente a partir del primero. Aungue el amoniaco puede ser
utilizado por la mayor parte de organismos vivos, las bacterias del suelo, que obtienen su energia
de la oxidacion del amoniaco a nitrito (NO2) y a nitrato (NOs), son tan abundantes y activas que
practicamente todo el amoniaco que llega al suelo se oxida a nitrato. Este proceso se conoce como
nitrificacion (Figura 3).

Las plantas y muchas bacterias pueden incorporar y reducir facilmente el nitrato y nitrito
por accion de las nitrato y nitrito reductasas. EI amoniaco asi formado es incorporado a los
aminodcidos por las plantas. Los animales a su vez utilizan las plantas como fuente de
aminodacidos, tanto esenciales como no esenciales, para fabricar sus proteinas. Cuando los
organismos mueren, la degradacion microbiana de sus proteinas devuelve el amoniaco al suelo,
donde bacterias nitrificantes lo convierten de nuevo en nitrito y nitrato.

El equilibrio entre el nitrogeno fijado y el nitrégeno atmosférico es mantenido por las
bacterias que convierten el nitrato en N2 en condiciones anaerdbicas, proceso denominado
desnitrificacion (Figura 3). Estas bacterias del suelo utilizan NO3 en lugar de O, como aceptor
final de electrones en una serie de reacciones que (al igual que la fosforilacién oxidativa) generan
un gradiente transmembranal de protones, que se aprovecha para sintetizar ATP (Nelson & Cox,
2009).

El ciclo del nitrogeno es cortocircuitado por un grupo de bacterias recientemente
descubierto que lleva a cabo la oxidacion anaerobia del amoniaco, o anammox (Figura 3), proceso
que convierte amoniaco Y nitrito en N2 (Nelson & Cox, 2009).
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Figura 3. Ciclo del nitrégeno. Se muestra cada subruta del ciclo global del nitrégeno y en la periferia de
las flechas, los genes bacterianos mas importantes involucrados en cada proceso. Figura reconstruida a partir de
varias fuentes citadas en el texto

Genes funcionales de la ruta del nitrégeno

Fijacion de nitrégeno

La fijacion biologica del nitrogeno se realiza por un complejo de proteinas muy conservado,
denominado complejo de la nitrogenasa. Los componentes clave de este complejo son la
dinitrogenasa reductasa y la dinitrogenasa. Segin Nelson & Cox (2009), la dinitrogenasa reductasa
(Mr 60.000) es un dimero formado por dos subunidades idénticas. Contiene un Gnico centro redox
del tipo 4Fe-4S, unido entre las subunidades, que puede ser oxidado y reducido por un electron.
Las dos subunidades idénticas de este dimero se encuentran codificadas por el gen nifH (Zehr et
al., 2003). En cambio, la dinitrogenasa (Mr 240.000) es un tetramero formado por dos copias de
dos subunidades distintas, que contiene hierro y molibdeno; sus centros redox tienen un total de 2
Mo, 32 Fe y 30 S por tetramero. Aproximadamente la mitad del hierro y del azufre se encuentran
en dos centros 4Fe-4S conectados, denominados agregados P; el resto forma parte de un cofactor
de hierro-molibdeno de un nuevo tipo. Los dos heterodimeros que conforman la dinitrogenasa son
codificados por los genes nifD y nifK.

De los tres genes involucrados en la sintesis de la enzima nitrogenasa (nifH, nifD y nifK), el
gen nifH (que codifica la subunidad de la nitrogenasa reductasa) es el mas secuenciado y se ha
convertido en el marcador molecular de eleccion para investigadores que estudian la filogenia, la
diversidad y la abundancia de microorganismos fijadores de nitrégeno. Por lo tanto, muchos
cebadores de PCR han sido desarrollados para apuntar al gen nifH con el proposito de amplificar
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esta secuencia de genes a partir de muestras ambientales (Gaby & Buckley, 2012; John et al.,
2012).

Nitrificacion

El proceso de nitrificacion es llevado a cabo por al menos tres enzimas diferentes. El primer
paso es la conversion del amonio fijado a hidroxilamina, el cual es llevado a cabo por la enzima
amonio/metano monooxigenasa codificada por el gen amoCAB. Posteriormente, la hidroxilamina
es transformada en nitrito por la enzima hidroxilamina deshidrogenasa codificada por el gen hao.
Finalmente, el nitrito es reducido hasta nitrato por la subunidad alfa de la nitrito oxidorreductasa,
la cual es codificada por el gen nxrA.

Gen amoCAB: el gen amoCAB es un gen que codifica para enzimas del tipo amoniaco
monooxigenasas (AMO) que llevan a cabo la oxidacion del amoniaco (Sayavedra et al., 1998). El
gen amoA, junto con los genes amoC y amoB, codifican para las diferentes subunidades de la
amoniaco monooxigenasa (AMO). La AMO es una enzima de multiples subunidades unida a la
membrana, responsable de la oxidacion del amoniaco a hidroxilamina, que luego se convierte en
nitrito por la hidroxilamina oxidorreductasa. Estos genes estan organizados en el operon amoCAB
(Junier et al., 2009). Los dos polipéptidos de AMO estan codificados por genes contiguos, amoA
y amoB, que estan precedidos por un tercer gen, amoC. Los grupos amoCAB estan presentes en
multiples copias en bacterias nitrificantes de la subdivision beta (Sayavedra et al., 1998). Si bien
se ha demostrado que los genes que codifican las dos proteinas AMO estructurales putativas, AmoA
y AmoB, se cotranscriben en el mismo ARNmM, no se ha determinado si amoC también forma parte
de la misma unidad transcripcional (Sayavedra et al., 1998).

Gen hao: la oxidacion bacteriana aerobica de amonio es un proceso importante en el ciclo
global del nitrégeno. La enzima clave en la oxidacion de hidroxilamina a nitrito es la hidroxilamina
oxidorreductasa (HAO) de las bacterias aerobicas oxidantes de amonio (AOB; Schmid et al.,
2008). La hidroxilamina oxidorreductasa (HAO) normalmente cataliza la oxidacion de NH>OH a
NO. (Kostera et al., 2010). La familia de la hidroxilamina oxidorreductasa (HAO) consta de
proteinas que albergan siete grupos hemos de transferencia de electrones ligados con bis-His y un
hemo catalitico de cinco coordenadas con ligadura axial de His. Los HAO oxidativos tienen una
configuracion homotrimérica con los monémeros unidos covalentemente entre si a través de un
entrecruzamiento doble Unico entre un residuo de tirosina y el resto hemo catalitico de una
subunidad adyacente (Ferousi et al., 2021).

Desnitrificacion

El proceso de desnitrificacion inicia con la reduccion del nitrato hasta nitrito por accion de
la nitrato reductasa codificada por el gen narGHI o el gen napAB. Este nitrito es transformado en
oxido nitrico por la enzima nitrito reductasa codificada por los genes nirK o nirS. El 6xido nitrico
es convertido hasta éxido nitroso por la enzima Oxido nitrico reductasa codificada por el gen
norBC. Finalmente, el 6xido nitroso es llevado a nitrégeno atmosférico por la enzima 6xido nitroso
reductasa codificada por el gen nosZ.

Gen narGHI: el gen narGHI es uno de los genes méas importantes de la reduccion del nitrato
en bacterias. Este gen codifica para una nitrato reductasa A que se encuentra unida a la membrana
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terminal (NarGHI) en la especie Escherichia coli (Blasco et al., 2001). En el género Pseudomonas,
estos genes conforman un solo operon, que va desde los genes narl (nitrato reductasa cadena
gamma), narJ (nitrato reductasa cadena delta), narH (nitrato reductasa cadena beta) hasta narG
(nitrato reductasa cadena alfa). La formacion de la enzima depende de la induccion de este operon
nar, narGHJI, que se compone de cuatro marcos de lectura abiertos (ORF). Estudios previos
establecieron que los dos primeros genes en el operdn narG y narH codifican las subunidades alfa
y beta, respectivamente, mientras que la formacién de la subunidad gamma, el citocromo bNR,
depende de la expresion de los genes promotores distales (Sodergren et al., 1988). Segun
Richardson et al. (2007), esta nitrato reductasa unida a la membrana tiene su sitio activo orientado
hacia el citoplasma en diferentes géneros bacterianos.

Gen napAB: los genes napA y napB son genes cuya proteina expresada es periplasmica. En
la especie Cupriavidus necator la nitrato reductasa periplasmica es un heterodimero que puede
reducir el nitrato a nitrito. Comprende una subunidad catalitica de 91 kDa (NapA) y una subunidad
de 17 kDa (NapB) que participa en la transferencia de electrones. La subunidad mas grande
contiene un sitio activo de molibdeno con un cofactor de dinucledtido de bis-molibdopterina
guanina, asi como un grupo [4Fe-4S], mientras que la subunidad pequefia es un citocromo de tipo
¢ di-hemo (Coelho et al., 2007). Segun Siddiqui et al. (1993), en una cepa de Alcaligenes
eutrophus, estos dos genes estructurales, denominados napA y napB, codifican polipéptidos de 93
y 18,9 kDa, respectivamente. Las comparaciones de secuencias indican que los productos génicos
putativos se traducen con péptidos sefial de 28 y 35 aminoéacidos, respectivamente.

Genes nirK y nirS: los genes nirS y nirK codifican precursores de nitrito reductasas en
diferentes bacterias con capacidad de desnitrificacion. Estan involucradas en la oxidacion del
nitrito hasta 6xido nitrico. Estos genes estructurales de copia uUnica son funcionalmente
equivalentes, ya que codifican las nitrito reductasas, enzimas clave del proceso de desnitrificacion,
que son utilizadas como marcador molecular para las bacterias desnitrificantes (Braker et al 2000).

Gen norBC: los genes norB y norC forman parte de lo que se conoce, en el género
Pseudomonas, del operén norBC, que codifica diferentes subunidades de la Oxido nitrico
reductasa. EI gen norB codifica la subunidad B de la 6xido nitrico reductasa y el gen norC la
subunidad C de la 6xido nitrico reductasa. Este operon ha sido identificado en el genoma de
diferentes especies de Pseudomonas y de la especie Paracoccus denitrificans (Field et al., 2008).
El complejo de dos subunidades de citocromo bc (NorBC) aislado de las membranas de la bacteria
modelo desnitrificante del suelo Paracoccus denitrificans es el ejemplo mejor caracterizado de las
oxido nitrico reductasas bacterianas respiratorias (Field et al., 2008). NorBC de Paracoccus
denitrificans es un complejo transmembrana heterodimérico de multiples hemo (Van Wonderen
et al., 2013). Estas son miembros de la superfamilia de hemo-cobre oxidasas y se caracterizan por
la composicion elemental de su sitio activo, que contiene hierro en lugar de cobre, en el que se
cataliza el acoplamiento reductor de dos moléculas de 6xido nitrico para formar 6xido nitroso
(Field et al., 2008).

Gen nosZ: el gen nosZ es un gen que codifica el precursor de la 6xido nitroso reductasa.
Como sabemos, el N2O es un producto intermedio en la ruta de desnitrificacion, que consiste en la
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reduccion secuencial de NOz a N a traves de las metaloenzimas nitrato reductasa, nitrito reductasa,
6xido nitrico reductasa y éxido nitroso reductasa. EI gen nosZ codifica la subunidad catalitica de
N20 reductasa. La reduccion del 6xido nitroso es el paso final en la ruta de desnitrificacion y
representa la pérdida de N biolégicamente disponible. El gen nosZ es en gran medida exclusivo de
las bacterias desnitrificantes, aunque se han identificado algunas especies no desnitrificantes
capaces de reducir el éxido nitroso (Scala & Kerkhof, 1998).

Anammox

La via del anammox parte de la combinacién de 6xido nitrico con amonio para producir
hidracina, mediante la enzima hidracina sintasa codificada por el gen hzs. Esta hidracina es
convertida en nitrégeno atmosférico por la enzima hidracina deshidrogenasa codificada por el gen
hdh.

Siderdéforos

El hierro es uno de los metales mas importantes para los organismos vivos y uno de los
mas abundantes en el suelo. Para los organismos vivos, especificamente para las plantas, el hierro
es considerado un elemento esencial, pues forma parte de procesos claves del metabolismo celular,
ya que actla como cofactor de numerosas enzimas y participa en el transporte de oxigeno, la
sintesis de ADN, la fijacion de nitrogeno, la respiracion y la fotosintesis (Aguado et al., 2012). Sin
embargo, en los ultimos afnos, se ha determinado que el hierro acttia también como un represor del
crecimiento de las plantas. Segun Murugappan (2012), en las plantas, el exceso de hierro
intracelular induce un estrés oxidativo perjudicial, ya que promueve la formacion de radicales
hidroxilos. Estos radicales tienen un gran poder oxidante afectando los sistemas biologicos, bien
sea atacando directamente proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos, o iniciando la peroxidacion
de lipidos. Segun Aguado et al. (2012), en la naturaleza, el hierro, a pesar de ser tan importante
para el desarrollo celular, es un elemento que se encuentra escasamente disponible en el suelo
debido a la rapida oxidacion de Fe?* a Fe®* y la subsecuente formacion de hidréxidos insolubles.

Los sideroforos son moléculas de bajo peso molecular (< 10 KD) que, estructuralmente,
poseen grupos funcionales (atomos donadores de electrones como oxigeno, nitrégeno y azufre,
con potencial redox entre los —0.33 V y —0.75 V) a los que se pueden unir los iones férricos. Por
lo tanto, los sideréforos son considerados quelantes de hierro que sirven como transportadores de
hierro en las células (Olanrewaju et al., 2017). En la naturaleza existe un gran numero de
microorganismos capaces de sintetizar sideréforos. Entre ellos destacan bacterias de los géneros
Pseudomonas, Azotobacter, Bacillus, Enterobacter, Serratia, Azospirillum y Rhizobium (Sajeed et
al., 2013; Aguado et al., 2012).

Los microbios productores de sideréforos pueden prevenir o disminuir la proliferacion de
patdgenos al reducir la cantidad de hierro que esta disponible para un patégeno. Las PGPB que
sintetizan sider6foros previenen la proliferacion de fitopatdgenos secretando sideréforos con una
afinidad extremadamente alta por el hierro. Estos sider6foros se unen fuertemente a la mayoria del
Fe3" que esta presente en la rizésfera de la planta huésped, lo que previene la proliferacion de
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cualquier patégeno fungico y bacteriano en la rizosfera de la planta hospedera (Aguado et al.,
2012).

Algunos microorganismos sintetizan sider6foros a partir de péptidos sintetasas no
ribosomicas (NRPS del inglés nonribosomal peptide synthetases), que tienen un peso molecular
de 500 a 10.000 Da (Crosa & Walsh, 2002). Se han clasificado a los sideréforos en tres tipos,
dependiendo del grupo funcional al que se encuentren unidos: hidroximatos, catecolatos y
carboxilatos.

Hidroximatos

Los hidroximatos son sider6foros con cadenas laterales de N-hidroxi-aminoéacido, con el
atomo de oxigeno como uno de los ligandos para Fe3* (Crosa & Walsh, 2002). Es decir, son
siderdforos de la forma C (=O)N-(OH) R, donde R es un amino&cido o un derivado (Sajeed et al.,
2013). Cada grupo hidroxamato proporciona dos moléculas de oxigeno, que forman un ligando
bidentado con hierro. Por lo tanto, cada sideréforo forma un complejo octaédrico hexadentado con
Fe3* Segun Sajeed et al. (2013), los hidroximatos son sintetizados por bacterias y hongos. Por
ejemplo, la ferribactina es producida por Pseudomonas fluorescens. Igualmente, la gonobactina y
nocobactina son producidas en pequefias cantidades por las bacterias Neisseria gonorrhoeae y N.
meningitidis.

Catecolatos

Los catecolatos son otro grupo de sideroforos formados por grupos hidroxilos adyacentes
de los anillos de catecol, derivados del 2,3-dihidroxibenzoato (DHB; como en la enterobactina), o
del 2-hidroxibenzoato (salicilato) que contiene restos fendlicos como ligandos de hierro (Crosa &
Walsh, 2002). La enterobactina es producida por Escherichia coli, Salmonella typhimurium y
Klebsiella pneumoniae, mientras que la agrobactina y la parabactina son producidas por
Agrobacterium tumefaciens y Paracoccus denitrificans, respectivamente (Sajeed et al., 2013).

Carboxilatos

Son siderd6foros que se agrupan juntos debido a que su estructura no corresponde ni a la de
los catecolatos ni a la de los hidroxamatos. Segun Sajeed et al. (2013) estos son producidos
principalmente por Rhizobium meliloti y Staphylococcus hyicus, siendo el carboxilato mejor
caracterizado la rizobactina. La rizobactina es un &cido carboxilico poliaminico con
etilendiaminodicarboxilo y fracciones de hidroxicarboxilo como quelantes de hierro.

Produccién de fitohormonas

Las fitohormonas (hormonas vegetales) son moléculas organicas que son sintetizadas por
diferentes especies de plantas o microorganismos. Estas moléculas, en pequefias concentraciones
(<1 mM), regulan la expresién de genes implicados en el crecimiento y desarrollo vegetal. Estas
moléculas influyen sobre la fisiologia vegetal de muchas maneras diferentes, por ejemplo
regulando el volumen radicular, la caida de las hojas, la maduracién del fruto, la division celular,
entre otros (Velasco et al., 2019).
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Muchas rizobacterias (bacterias asociadas a las raices de las plantas) o bacterias de vida
libre, tienen la capacidad de producir fitohormonas, siendo éste uno de los mecanismos mas
estudiados que se asocian a la promocion del crecimiento vegetal por parte de las PGPB. Entre
estas PGPB destacan algunas como Bacillus amyloliquefaciens en cultivos de papa, Azospirillum
y Klebsiella en cultivos de maiz, Bacillus, Lysinibacillus, y Arthrobacter y Rahnella en
plantaciones de Eucalyptus nitens. lgualmente, segin Kong et al. (2022), especies como
Pseudomonas spp., Streptomyces spp., Burkholderia spp, también son consideradas PGPB pues se
encuentran involucradas en la sintesis o regulacion de fitohormonas (Glick, 2012).

Las principales fitohormonas sintetizadas o reguladas por PGPB incluyen auxinas,
citocininas, giberelinas y etileno (Rives et al., 2007).

Auxinas

Las auxinas son hormonas vegetales que tienen una estructura con una carga negativa
posicionada en un grupo carboxilo, separada de otra carga residual positiva que puede estar
localizada sobre un anillo ind6lico o aromatico, como en el AlA o el &cido 2,4-diclorofenoxiacetico
(2,4-D), respectivamente. Actualmente, se ha podido comprobar que el anillo no es estrictamente
necesario, ya que el N,N-dimetilcarboximetiltiocarbamato, carente de anillo, pero con la distancia
adecuada entre las cargas, posee caracter auxinico (Azcon y Talon, 2013).

Las auxinas se encuentran entre las hormonas mas importantes en el desarrollo de las
plantas, puesto que se encargan de los procesos de diferenciacion del tejido vascular, dominancia
apical, iniciacion y elongacion de la raiz (lateral y adventicia), division celular y formacién del
tallo (Olanrewaju et al., 2017). Ademas, las auxinas estimulan la germinacion de semillas y
tubérculos, aumentan la tasa de xilema, influyen sobre procesos de control del crecimiento
vegetativo, median las respuestas a la luz y la gravedad, participan en la florescencia y la
fructificacion de las plantas, y también afectan la fotosintesis, la formacion de pigmentos, la
biosintesis de varios metabolitos y la resistencia a condiciones estresantes (Olanrewaju et al., 2017,
Gamalero & Glick., 2011). También, se ha registrado que elevadas concentraciones de auxinas
provocan cambios transcripcionales en genes relacionados con otras hormonas (Backer et al.,
2018).

Aunque se han descrito varias auxinas naturales, el &cido indol-3-acético (AlA) es la auxina
maés estudiada y la mas producida por PGPB, y con frecuencia se consideran auxina y AIA como
términos intercambiables (Gamalero & Glick., 2011).

Via del acido indol-3-aceético (AlA)
El 4cido indol-3-acético (AlA) es un compuesto organico derivado del indol que contiene
un grupo carboximetilo en la posicion 3 del anillo inddlico (Figura 4).
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Figura 4. Estructura quimica del acido indol-3-acético (AlA). Fuente: Azcon & Talon (2013).

Muchos microorganismos son capaces de sintetizar AlIA. Segun Patten & Glick (1996)
alrededor del 80% de los microbios de la rizosfera o de vida libre podrian sintetizar y liberar auxina
como metabolito secundario. Entre estos microorganismos se incluyen bacterias del suelo, hongos
y arqueas, entre los que se destacan los grupos de metilobacterias, actinobacterias, cianobacterias
y algunos estreptomicetos. Por ejemplo, segun Santos et al. (2021), especies de los géneros
Pseudomonas y Bacillus promueven el crecimiento de las plantas debido a que son capaces de
sintetizar acido indol-3-acético.

Segun Gamalero & Glick (2011), el AlA sintetizado por estos grupos bacterianos afecta
principalmente al sistema radicular de las plantas adyacentes, aumentando su tamafo, peso,
numero de ramificaciones y el area de superficie en contacto con el suelo, mejorando la nutricion
de la planta y su capacidad de crecimiento (Velasco et al., 2019). El AlA es sintetizado en las
plantas y en bacterias a partir del aminoacido triptéfano. Las bacterias toman el triptfano presente
en los exudados de las raices de las plantas y lo metabolizan para producir AlA.

Actualmente, se han caracterizado cinco vias para la biosintesis de auxinas en bacterias.
Estas vias, constitutivamente expresadas o inducibles, codificadas por ADN gendémico o
plasmidico, se han clasificado segun su intermediario (Gamalero & Glick., 2011; Olanrewaju et
al., 2017).

Via del indol-3-piruvato (IPA)

Segun Vega et al. (2016), la ruta del indol-3-piruvato es considerada como la principal via
de biosintesis de AlA en las plantas. Sin embargo, se ha comprobado la produccion de AlA por la
via IPA en especies bacterianas como Pantoea agglomerans y Enterobacter cloacae, y segun
Gamalero & Glick (2011), en especies de los géneros Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium y
en cianobacterias.

Esta via tiene como primera etapa la conversidn de triptéfano a acido indol-3-piravico
(IPA) por una aminotransferasa. En una segunda etapa el IPA se descarboxila a acido indol-3-
acetaldehido (AlAId) por la indol-3-piruvato descarboxilasa (IPDC), siendo esta la etapa limitante
de la sintesis. EI gen ipdC que codifica para la enzima IPDC ha sido caracterizado en algunas
bacterias como Azospirillum brasilense, E. cloacae, Pseudomonas putida, P. agglomerans y
Paenibacillus polymyxa. En la etapa final, el AlAld es oxidado a AlA por la indol-3-acetaldehido
deshidrogenasa.
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Via indol-3-acetamida (IAM)

La ruta del indol-3-acetamida es una de las vias mejor caracterizada en bacterias. Sin
embargo, también se han descrito algunos genes en plantas, pero se ha determinado que estas no
poseen algunos de los intermediarios metabdlicos de la ruta. Esta via metabdlica es llevada a cabo,
principalmente, por especies bacterianas patdgenas, las cuales afectan el desarrollo celular de las
plantas debido a la produccion excesiva de AlA. Sin embargo, también se han registrado especies
bacterianas como Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas savastanoi, P. syringae, P.
agglomerans, Rhizobium sp. y Bradyrhizobium japonicum con los genes implicados en la ruta
(Backer et al., 2018; Velazco et al., 2020; Kong y Hongguang, 2022).

Los genes, las proteinas y la regulacion de esta ruta metabdlica han sido caracterizados y
esta comprende dos etapas. En la primera, el triptéfano es convertido en indol-3-acetamida (IAM)
por la enzima triptéfano-2-monooxigenasa (laaM), que estd codificada en el gen iaaM. En la
segunda, el IAM es convertido a AIA y amonio, mediante una IAM hidrolasa (laaH), que es
codificada por el gen iaaH (Vega et al., 2016).

Via del indolacetaldoxima (IAOx)

Esta ruta es una de las menos conocidas y caracterizadas en bacterias. Sin embargo, es
bastante comun en plantas de la familia Brasicaceae. La via inicia con la descarboxilacion
oxidativa del triptofano hasta indolacetaldoxima, la cual es catalizada por la enzima triptofano
descarboxilasa. Esta enzima cataliza dos N-hidroxilaciones sucesivas de L-triptofano, los primeros
pasos en la biosintesis tanto de la auxina como del alcaloide indol fitoalexina camalexina. El
producto de las dos hidroxilaciones, N,N-dihidroxi-L-triptofano, es extremadamente labil y se
deshidrata espontaneamente. Esta pérdida de agua genera indolacetonitrilo. Se cree que esta
reaccion es llevada a cabo por la enzima indolacetaldoxima deshidratasa. El acetonitrilo es
hidrolizado por la enzima nitrilasa para producir AlA.

Via del indolacetaldehido (IAH)

La sintesis de AIA por la via del indolacetaldehido inicia con la catélisis del triptofano
hasta indol-3-piruvato por las enzimas triptéfano aminotransferasas, que no han sido
caracterizadas en bacterias (s6lo en animales, plantas e incluso hongos). El indol-3-piruvato es
descarboxilado hasta indol-3-acetaldehido por las enzimas indol-3-piruvatodescarboxilasa o
fenilpiruvato descarboxilasa, las cuales si han sido caracterizadas en bacterias del género
Pseudomonas. Finalmente, el indol-3-acetaldehido producido es oxidado por la enzima indol-3-
acetaldehido oxidasa para producir AlA.

Via de la triptamina

Finalmente, la ruta de sintesis de AIA utilizando como intermediario la triptamina, es
catalizada por la enzima triptofano decarboxilasa para producir, a partir de triptéfano, la
triptamina, que, tras una desaminacion oxidativa, se transforma en indolacetaldehido, entrando asi
a la ruta del indol-3-piruvato ya indicada.
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Citoquininas

Las citoquininas son otro grupo de hormonas vegetales sumamente importantes para las
plantas. Estas son moléculas derivadas de la adenina con una cadena lateral unida al grupo amino
6 del anillo purinico, donde la posicién N6 de la adenina se sustituye con un isoprenoide (como en
zeatina), o una cadena lateral aromatica (como en Kinetina).( Frébort et al., 2011)

Segun Velasco et al. (2019), las citoquininas se pueden dividir en dos grupos principales,
las citoquininas isoprenoides y las aromaticas. Dentro de las citoquininas isoprenoides se
encuentran la (cis- y trans-) zeatina, la isopenteniladenina y la dihidrozeatina. Por otra parte, las
citoquininas aromaticas incluyen la benciladenina, la kinetina y la topolina.

En las plantas, las citoquininas promueven procesos como la division y diferenciacion
celular, el incremento del area de la raiz mediante la formacién de raices adventicias, formacion
de hojas, asi como la prevencion de la senescencia (Gamalero & Glick, 2011). También estan
involucradas en la interrupcion de la quiescencia de yemas latentes, activacion de la germinacion
de semillas, promocion de la ramificacion, acumulacion de clorofila y expansion de las hojas.
Ademas, las citoquininas regulan la expresion del gen que codifica para la expansina, una proteina
que induce el aflojamiento de las paredes celulares de las plantas y, por lo tanto, facilita la
expansion de las células vegetales impulsada por la turgencia, lo cual afecta tanto al tamafio como
a la forma de las células (Gamalero & Glick, 2011).

La sintesis de citoquininas en bacterias fue reportada por primera vez en la década de los
70s, cuando se encontraron exudados similares a las citocininas en filtrados de cultivo de
Rhizobium leguminosarum y Bradyrhizobium japonicum. Estos exudados fueron identificados
posteriormente como zeatina. En la actualidad se han encontrado mas de 30 diferentes compuestos
de citoquininas promotoras de crecimiento en las plantas producidas por microorganismos
asociados a las plantas, tales como zeatina, isopenteniladenina, dihidroxizeatina, entre otras.

La zeatina (Figura 5) puede ser sintetizada en medios de cultivo de bacterias como
Azotobacter, Pantoea agglomerans, Rhodospirillum rubrum, Bacillus subtilis, Paenibacillus
polymyxa (Olanrewaju et al., 2017). También Arthrobacter giacomelloi, Azospirillum brasilense,
Bradyrhizobium japonicum, Bacillus licheniformis, Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas
fluorescens y Rhizobium leguminosarum son capaces de sintetizar zeatina (Velasco et al., 2019).
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Figura 5. Estructura quimica de la zeatina. Fuente: Azcon & Talén (2013).

En bacterias, se ha caracterizado el gen que codifica la enzima responsable de la sintesis
de citoquininas (gen de la isopenteniltransferasa ipt). Este gen se identific inicialmente en
Agrobacterium tumefaciens y posteriormente fue encontrado en bacterias metilotréficas y
metanotrdficas (Gamalero & Glick, 2011). Desde entonces, se han encontrado que muchos PGPB,
incluidos en los géneros Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium, Bacillus y Pseudomonas, son
capaces de sintetizar esta hormona (Pérez et al., 2015).

La isopentiltransferasa (tRNA IPT) es la principal enzima involucrada en la sintesis de
citiquininas en bacterias y plantas. La biosintesis directa de las citoquininas isoprenoides es la Ne-
prenilacion de la adenosina 5°-fosfato (AMP, ADP o ATP) con DMAPP rindiendo los
correspondientes ribdsidos mono, di y trifosfato de iP (Arrillaga, 2017).

Giberelinas

Las giberelinas son compuestos derivados del difosfato de isopentenilo (diterpenoides
tetraciclicos). Normalmente, tienen 19 6 20 atomos de carbono en su esqueleto principal.
Actualmente, 136 estructuras de giberelinas han sido identificadas y estan representadas como
GA1— GAu3s, aunque solo algunas son bioactivas (Olanrewaju et al., 2017).

En las plantas, las giberelinas regulan el crecimiento vegetal, pues participan en diversos
procesos metabdlicos, incluidos la germinacion de semillas, elongaciéon del tallo, floracion,
formacidn del fruto y la altura de la planta (Velasco et al., 2019). También inducen la absorcion
eficiente de iones dentro de la planta, lo que aumenta el crecimiento y mantiene el metabolismo
de las plantas bajo condiciones normales y condiciones de estrés (Velasco et al., 2019; Gamalero
& Glick, 2011).

Segun Gamalero & Glick (2011) las giberelinas son sintetizadas por plantas superiores,
hongos y bacterias. La sintesis bacteriana de giberelinas se registr6é por primera vez en el afio 1979
en Azospirillum brasilense y Rhizobium. Sin embargo, actualmente se sabe que diferentes géneros
bacterianos como Azotobacter, Arthrobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Bacillus,
Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus, Agrobacterium, Clostridium, Rhizobium,
Burkholderia y Xanthomonas son capaces de llevar a cabo la sintesis de giberelinas (Gamalero &
Glick, 2011).
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Figura 6. Estructura quimica de las cuatro giberelinas sintetizadas por bacterias. Figura modificada de
Olanrewaju et al. (2017).

De las 136 giberelinas caracterizadas, solo cuatro GA son sintetizadas por bacterias (GA1,
GA3, GA4 y GA20; Figura 6). GA1 y GA4 son las giberelinas mas comunes sintetizadas por
PGPB. Las giberelinas pueden ser sintetizadas por dos rutas diferentes en plantas y hongos. La
primera de ellas usa como intermediarios el hidroximetilglutaril-CoA y el mevalonato, mientras
que la segunda, descubierta mas recientemente, usa como intermediario el fosfato de
gliceraldehido y el piruvato (Avalos et al. 1999). En bacterias se conoce poco sobre la sintesis de
giberelina. Sin embargo, Olanrewaju et al. (2017) indica que la bioquimica de las giberelinas en
bacterias tiende a ser un poco diferente a la de los demas organismos. En las bacterias, la via de
sintesis consiste en un grupo de enzimas particulares que realizan transformaciones relevantes, ya
que estas comparten poca o ninguna homologia con las enzimas correspondientes a los analogos
funcionales en plantas y hongos.

Segun Sanchez (2018), la primera evidencia clara sobre el mecanismo utilizado por las
bacterias fue la identificacion de un cluster que codifica para citocromo P450 conformado por los
genes cypl12, cypl14 y cypll7 en Bradyrhizobium japonicum. Ademas, también en B. japonicum
se demostro la existencia de genes putativos que codifican para la enzima ent-copalil difosfato
sintetasa (CPS) y entkaureno sintetasa (KS). Adicionalmente, se han encontrado homélogos para
los genes mencionados en otras rizobacterias como Sinorhizobium fredii, Mesorhizobium loti y
Rizobium etli, las cuales han resultado también ser productoras de giberelinas y han demostrado la
capacidad de producir entkaureno a partir de geranilgeranil difosfato. Por otro lado, se ha
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identificado un operén homdlogo en el patdgeno de arroz Xanthomonas orizae que de igual forma
codifica para la produccién de CPS y KS, que son capaces de producir entkaureno.

Etileno

El etileno es una fitohormona gaseosa, considerada como la hormona vegetal con la
estructura quimica mas simple (Figura 7).

Figura 7. Estructura quimica del etileno. Fuente: Azcén & Taldn (2013).

Esta fitohormona esta involucrada en la regulacion de numerosos procesos fisioldgicos de
las plantas, como la germinacion de semillas, el crecimiento de plantulas, la maduracion de frutos,
desarrollo de las flores, abscision de las hojas y senescencia. Igualmente, el etileno esté
involucrado en procesos de modulacion de la respuesta al estrés (Weingart et al., 1996).

Segun Velasco et al. (2019), las plantas, al ser organismos sésiles, son frecuentemente
sometidas a diversos tipos de estrés. Segin Gamalero & Glick (2011), el etileno modula la
respuesta tanto al estrés bidtico como abidtico en las plantas. De hecho, el término “estrés de
etileno” describe el aumento en la sintesis de etileno asociado con tensiones ambientales que
incluyen temperaturas extremas, alta luz, inundaciones, sequias, presencia de metales toxicos y
contaminantes organicos, radiacion, heridas, depredacion de insectos, alto contenido de sal y
presencia de varios patdgenos, incluidos virus, bacterias y hongos.

El aumento del nivel de etileno formado en respuesta al estrés ambiental modula los
sintomas en la planta, pues puede exacerbar los sintomas de estrés o puede conducir a respuestas
que mejoran la supervivencia de la planta en condiciones adversas (Gamalero & Glick, 2011). Este
comportamiento se explica mediante un modelo de dos fases. Cuando las plantas son expuestas a
condiciones de estrés, responden rapidamente con un pequefio pico de etileno que inicia una
respuesta protectora de la planta, como la transcripcion de genes relacionados con la patogenia e
induccion de resistencia adquirida. Si el estrés es cronico o intenso, se produce un segundo pico
mucho mayor de etileno, a menudo 1 a 3 dias después. Este segundo pico de etileno induce
procesos como la senescencia, clorosis y abscision, que puede conducir a una inhibicion
significativa de la planta, crecimiento y supervivencia (Gamalero & Glick, 2011).

Ademas de las plantas, una variedad de microorganismos, incluyendo hongos y bacterias,
son capaces de sintetizar etileno. En 1985 se determind que la especie Pseudomonas syringae
sintetiza grandes cantidades de etileno (Weingart et al., 1996). En microorganismos, el etileno se
produce a través del acido 2-ceto-4-metiltiobutirico (KMBA), un derivado transaminado de la
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metionina, por una reaccion mediada por NADH:Fe(II)EDTA oxidorreductasa, como en
Escherichia coli y Cryptococcus albidus, o via 2-oxoglutarato, por una enzima formadora de
etileno (EFE) como en Pseudomonas syringae y Penicillium digitatum (Weingart et al., 1996).

Otro mecanismo importante mediado por bacterias y otros microorganismos es la
regulacién de la produccion de etileno en las plantas. En las plantas, el etileno se produce a partir
de la metionina a través de &cido 1l-aminociclopropano-1-carboxilico. Desde hace afios, se ha
determinado que las bacterias regulan el etileno enddgeno en las plantas como consecuencia de la
sintesis de una enzima capaz de degradar este precursor en la sintesis del etileno en las plantas
(ACC desaminasa). Esta enzima actta degradando el precursor de etileno (ACC) a amoniaco y a-
cetobutirato (Velasco et al., 2019).

Actualmente, las cepas bacterianas que presentan ACC desaminasa se han identificado en
una amplia gama de géneros como Achromobacter, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus,
Burkholderia, Rhizobium, Rhodococcus, Enterobacter, Klebsiella, Methylobacterium,
Mesorhizobium, Pseudomonas y Sinorhizobium (Velasco et al., 2019).
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Hipotesis
Dado que las biocostras son comunidades pioneras que influyen de manera importante
sobre la formacion del suelo y la colonizacion vegetal en escenarios de sucesion primaria en
regiones desérticas frias, entonces las cepas bacterianas psicrofilas y psicrotolerantes aisladas de
las biocostras establecidas tras el retroceso del glaciar del Pico Humboldt podrian cumplir
funciones ecoldgicas relacionadas con el ciclaje de nutrientes esenciales como nitrégeno y fésforo,
y la produccion de hormonas vegetales y sider6foros.
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Objetivos
Objetivo general

Evaluar el posible rol ecoldgico de aislados bacterianos psicrofilos y psicrotolerantes
presentes en las biocostras del frente del glaciar del Pico Humboldt.

Objetivos especificos

e Aislar diferentes cepas bacterianas psicréfilas y psicrotolerantes a partir de muestras de

biocostras presentes en la transecta donde estuvo ubicado el glaciar del Humboldt en el afio
2009.

e Identificar, por medio de la secuenciacion del gen ARNr 16S, las cepas bacterianas aisladas
de las biocostras.

e Identificar, mediante analisis in silico, la presencia de los genes necesarios para las rutas
metabdlicas del nitrogeno y fosforo, hormonas vegetales y sideroforos.
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Metodologia

Muestreo de biocostras

Las muestras de biocostra fueron recolectadas en el suelo incipiente (suelo en formacién)
en el frente del glaciar del Sinigis, ubicado en el Pico Humboldt (4.942), el cual tiene coordenadas
8°3370.8” N, 71° 59" 50.56” W y esta ubicado en el Parque Nacional Sierra Nevada, Venezuela
(Figura 8).

Figura 8. Area de estudio. Panel de la izquierda: ubicacion geografica de Venezuela. Panel de la
derecha: mapa del estado Mérida donde se muestra la ubicacion del Parque Nacional Sierra Nevada y del pico
Humboldt. Figura modificada de Llambi et al. (2021).

Segun Llambi et al. (2021) la precipitacion media anual en esta region oscila, a lo largo del
afio, entre 1.000 y 1.200 mm, con una alta variabilidad interanual. En la estacién microclimatica
mas cercana al pico Humboldt (la estacion de Pico Espejo, a 4.766 msnm) se ha registrado en
promedio, una precipitacion anual de 1.173 mm y 0,4°C de temperatura. En cuanto a la geologia
de la zona, las rocas en formacion en las transectas de muestreo son del tipo metamorficas de
origen precambrico. Entre ellas destacan bandas gneis, esquisto y anfibolita, con frecuentes diques
graniticos y vetas de cuarzo (Llambi et al., 2021).

El muestreo tuvo lugar en diciembre de 2019, en la transecta donde estaba presente el
glaciar del Humboldt en el afio 2009 (Figura 9) y consistio en la toma y homogenizacion de cinco
réplicas de suelo ubicado dentro de biocostras (Figura 1). Las muestras se colectaron en
condiciones lo mas estériles posibles, al lado de una cocinilla Coleman® encendida, con uso de
tapabocas y empleando espatulas flameadas. El suelo fue introducido y preservado en pequefias
bolsas Whirl-Pak® estériles, y guardado en frio hasta su llegada al laboratorio y congelamiento a
-20 °C.
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Aislamiento y caracterizacion cultural de las cepas bacterianas

Se aislaron las bacterias psicréfilas y psicrotolerantes a partir de la muestra compuesta de
suelo congelado.

Figura 9. Vista general de la cara noroeste de los picos Humboldt y Bonpland. Se indica la ubicacién de
las transectas y la cobertura glacial en diferentes momentos entre los afios 1910 y 2019. Figura tomada de Llambi et
al., (2021).

El aislamiento fue llevado a cabo en el laboratorio empleando Caldo Luria-Bertani (LB) y
Agar 2A de Reasoner (R2A; Reasoner et al. 1985), y aplicando técnicas de siembra por rastrillo,
por agotamiento y enriquecimiento en caldo, realizando tantos ciclos de aislamiento como fueran
necesarios para obtener cultivos axénicos. El crecimiento de las cepas se realiz6 a temperaturas de
~5 °C en estufa, favoreciendo el crecimiento de bacterias psicrofilas y psicrotolerantes. La
caracterizacion cultural de cada colonia se hizo de acuerdo con las siguientes caracteristicas:

e Forma

e Textura

e Superficie

e Consistencia
e Borde

e Pigmentacién
e Opacidad

Una vez aisladas y caracterizadas culturalmente las cepas bacterianas, estas fueron
almacenadas a -20 °C utilizando glicerol (40%) como agente crioprotector. Cuando era necesario,
las cepas bacterianas eran reactivadas mediante enriquecimiento en caldo y posterior siembra por
agotamiento en placa.

45



Identificacion molecular de las cepas bacterianas

Con base en la obtencion de colonias aisladas en placas, se realizé una PCR de colonia de
cada cepa bacteriana aislada, lisando las células para acceder al ADN, como se indica en Pérez et
al. (2007). Se amplificaron secuencias de ~1500 pb del marcador ARNr 16S, utilizando los
cebadores universales para bacterias fD1 y rD1 (Weisburg et al. 1991). Se utilizé un programa de
PCR con touch-down, iniciando con una desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, seguido de una fase
de hibridacién que comprende 10 ciclos (94 °C por 1 min, 65 °C por 1 min y 72 °C por 2 min) y
25 ciclos (94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min 'y 72 °C por 2 min) bajando la temperatura 1 °C por
ciclo. Finalmente, la fase de elongacion fue a 72 °C por 10 min. Las cantidades de los reactivos
utilizados para las mezclas de reaccién de las PCRs se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Proporcion de reactivos en la mezcla de reaccion para las PCRs

Reactivo Cantidad (ul)
Agua estéril libre de nucleasas 18

Platinum 2X Mastermix* 25

Cebador fD1(10uM) 1

Cebador rD1 (10uM) 1

ADN (lisado de la colonia) 5

Total 50

*2X Mastermix (Invitrogen Platinum Green Hot Start PCR Master Mix): incluye dNTPs, Taq polimerasa, cloruro de
magnesio y buffer.

Los productos de PCR obtenidos se corrieron en geles de agarosa 1% en una camara
electroforética utizando buffer TAE 1X como buffer de corrida, SYBR Safe DNA gel stain
(Invitrogen) como revelador del ADN, y un marcador de peso molecular como referencia del
tamafio del producto amplificado. Estos fueron purificados utilizando el kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega), y enviados a secuenciar a Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur).

Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas, se procesaron y compararon con bases de
datos remotas Web de acidos nucleicos: National Center for Biotechnology Information-NCBI y
SILVA high quality ribosomal RNA database (Quast et al., 2013), para obtener la secuencia
nucleotidica con mayor cobertura y porcentaje de identidad; esto permitid asignar las cepas
aisladas a grupos taxonémicos genéricos.

Con base en dicha identificacion se realiz6 un arbol filogenético utilizando la plataforma
SILVA. Para ello se introdujeron las secuencias nucledtidas del gen ARNr 16S obtenidas en un
anico archivo multifasta en ACT: Alignment, Classification and Tree Service. Posteriormente, se
genero el arbol filogenético con ayuda del programa RaxML y utilizando GTR como modelo de
sustitucion de nucleodtidos. Posteriormente, el arbol fue editado graficamente utilizando el
programa TreeViewer (Beccati et al., 2017) y el editor grafico Inkscape (Inkscape Project, 2020).
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Caracterizacion bioquimica in silico de las cepas bacterianas

Se utilizaron bases de datos de rutas metabdlicas para indagar sobre diversas capacidades

metabdlicas de las bacterias aisladas y su posible participacion en el metabolismo del nitrégeno y
fosforo, sideroforos y biosintesis de hormonas vegetales. Para ello se extrajeron las secuencias
homdlogas disponibles para otras especies bacterianas de la base de datos KEGG: Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG; Kanehisa et al., 2023), de cada uno de los genes
involucrados en cada ruta metabolica. Con estas secuencias, se realizaron nueve BLAST en NCBI
para cada gen involucrado en las diferentes rutas. Si el gen no estaba presente, se realizd un BLAST
de la secuencia de aminoéacidos de la proteina codificada por el gen, en la plataforma The UniProt
Consortium (Uniprot). Los parametros a seguir en NCBI fueron los siguientes (Pruitt et al., 2012):

RefSeq: Genomas representativos optimizados para secuencias altamente similares
(megablastos)

RefSeq Genomas representativos optimizados para secuencias mas disimiles (megablastos
no contiguos)

Contigs del genoma completo optimizado para secuencias algo similares (blastn)

Contigs del genoma completo optimizado para secuencias mas disimiles (megablastos no
contiguos)

Contigs del genoma completo optimizado para secuencias altamente similares
(megablastos)

RefSeq Base de datos del genoma optimizado para secuencias algo similares (blastn)
RefSeq Base de datos del genoma optimizado para secuencias mas disimiles (megablastos
no contiguos)

RefSeq Base de datos del genoma optimizado para secuencias altamente similares
(megablastos)

RefSeq Genomas representativos optimizados para secuencias algo similares (blastn)

Todo esto nos permitio explorar el posible rol ecoldgico de estas cepas en el desarrollo de

la sucesién primaria en curso, tras la desaparicion del glaciar. Adicionalmente, esto facilitd la
identificacion de cepas bacterianas potencialmente promotoras del crecimiento vegetal.
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Resultados

Aislamiento de cepas bacterianas presentes en las biocostras y
caracterizacion cultural

A partir de cinco réplicas de muestras de biocostras inoculadas en los medios de cultivo
liquidos, asi como también rastrillados sobre medios agarizados, se obtuvieron en total 39 aislados
bacterianos, seleccionando aquellos que fueran culturalmente diferentes. El crecimiento de las
cepas se llevd a alrededor de 5 °C. Estos aislados fueron purificados siguiendo el procedimiento
indicado en la seccion de Materiales y Métodos, y se conservaron en estado axénico a -20°C en
glicerol al 40%. Los aislados fueron nombrados en la serie “K” seguido de un nimero (K1, K2,
K3, K4...). Estos presentaron en su mayoria atributos diferentes de forma, textura, superficie,
consistencia, borde, pigmentacién y opacidad, siguiendo la caracterizacién de Smibert & Krieg
(1994; Tabla 2). En la Figura S1 se presenta un catalogo de fotografias de las colonias de las
distintas cepas.

Tabla 2. Caracterizacién cultural de las cepas aisladas a partir de las biocostras a 5°C.

Nombre del
aislado - . . . L .
. Forma | Textura Superficie Consistencia Borde Pigmentacion Opacidad
bacteriano
(colonia)
K1 Circular | Brillante | Planoconvexa 104 Redondeado Blanca Opaca
cremosa
. . Viscosa/ . ,
K2 Circular | Brillante Convexa Redondeado Naranja Traslicida
cremosa
K3.1 Circular | Brillante | Planoconvexa Viscosa/ Redondeado Ble_mca Opaca
cremosa amarillenta
K3.2 Circular | Brillante | Planoconvexa Viscosa/ Redondeado Nar_anja Opaca
cremosa amarillenta
. . Viscosa/
K4 Circular | Brillante Convexa Redondeado | Blanca cremosa Opaca
cremosa
. . . Blanca , .
K5 Circular | Brillante | Planoconvexa Mucoide Redondeado . Trasldcida
amarillenta
. . Viscosa/
K6 Circular | Brillante Convexa Redondeado | Blanca cremosa Opaca
cremosa
Viscosa/ Opaca/
K7.1 Circular | Brillante | Planoconvexa cremosa Redondeado Naranja traslucida
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Viscosa/

K7.2 Circular | Brillante Plana cremosa Redondeado Blanca Opaca
Viscosa/
K8 Circular | Brillante Convexa cremosa Redondeado | Blanca rosaea Opaca
Viscosa/
K9 Circular | Brillante | Acuminada cremosa Redondeado | Blanca cremosa Opaca
Brillante/ Viscosa/
K10 Circular mate Planoconvexa cremosa Redondeado | Naranja brillante | Trasltcida
Viscosa/
Acuminada/ cremosa/ Crema
K11 Circular | Brillante convexa mucoide Redondeado amarillenta Traslucida
Redondeado
K12 Circular Mate Planoconvexa Seca / espiculado | Naranja brillante Opaca
Planoconvexa
(muy Muy
K13 Circular | Brillante aplastada) Cremosa Redondeado | Blanca cremosa | trasllcida
Blanca
K14 Circular | Brillante Convexa Cremosa Redondeado amarillenta Traslucida
Viscosa/
K15 Circular | Brillante Convexa cremosa Redondeado | Blanca rosacea Opaca
Viscosa/
K16 Circular Mate Muy convexa cremosa Redondeado | Blanca rosacea Opaca
Viscosa/
K17 Circular | Brillante | Acuminada cremosa Redondeado | Blanca cremosa Opaca
Brillante/ Viscosa/
K18 Circular mate Planoconvexa cremosa Redondeado | Naranja brillante | Traslucida
Circular/
K19 Circular | Brillante | Planoconvexa Mucoide ondulado Amarilla Opaca
Circular/
K20 Circular | Brillante | Planoconvexa Mucoide ondulado Amarilla Opaca
Circular/
K21 Circular | Brillante | Planoconvexa Mucoide ondulado Amarilla Opaca
K22 Circular | Brillante Plana Mucoide Redondeado Blanca Trasllcida
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amarillenta

Viscosa/
K23 Circular | Brillante | Planoconvexa cremosa Redondeado Blanca Opaca
Mate/ Naranja intensa
K24 Circular | rugoso Acuminada Cremosa Espiculado oscura Opaca
K25 Circular | Brillante Convexa Seca Redondeado | Naranja brillante Opaca
Planoconvexa Blancuzca
K26 Circular | Brillante | (muy plana) Mucoide Redondeado | transparente Transparente
Convexa/
K27 Circular | Brillante | acuminada Cremosa Redondeado | Blanca cremosa Opaca
Convexa/
K28 Circular | Brillante | acuminada Cremosa Redondeado | Blanca cremosa Opaca
Convexa/ Blanca
K29 Circular | Brillante | acuminada Cremosa Redondeado amarillenta Opaca
Cremosa/ Crema
K30 Circular | Brillante | Planoconvexa pegajosa Redondeado amarillenta Traslicida
Opaca/
levemente
K31 Circular | Brillante Convexa Seca Redondeado Blanca trasldcida
Cremosa/ Crema
K32 Circular | Brillante | Planoconvexa pegajosa Redondeado amarillenta Traslicida
Cremosa/ Crema
K33 Circular | Brillante | Planoconvexa pegajosa Redondeado amarillenta Traslicida
Circular/ Mate/
levemente | rugosa Lobulado/
K34 irregular | granulada | Planoconvexa Cremosa espiculado Salmonada Opaca
Circular/ Mate/
levemente | rugosa Lobulado/
K35 irregular | granulada | Planoconvexa Cremosa espiculado Salmonada Opaca
Cremosa/ Ligeramente Blanca
K36 Circular | Brillante Convexa mucoide acuminado salmonada Opaca
Cremosa/ Ligeramente
K37 Circular | Brillante Convexa mucoide acuminado Rosada Opaca
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Identificacion de las cepas con el marcador molecular ARNr 16S

Para cada uno de los aislados axénicos, se hizo una PCR de colonia utilizando cebadores
universales para bacterias (fD1 y rD1; Weisburg et al. 1991) del gen ARNr 16S. Se obtuvieron en
total 28 secuencias de nucledtidos (todas ellas en el sentido 5°-3”), es decir, una para cada cepa
aislada. Estas fueron procesadas manualmente para editar o eliminar regiones con dobles picos o
poco claras. Mediante una prueba de BLAST en la plataforma NCBI, se identificaron las cepas
hasta el nivel de género. Esta identificacion se hizo con base en el valor de E y su % de identidad.
Se encontraron siete géneros bacterianos diferentes:  Arthrobacter, Cryobacterium,
Frondihabitans, Paenarthrobacter, Pseudomonas, Rhodoccoccus y Sphingomonas (Tabla 3). En
a Tabla 3 se muestra el porcentaje de identidad de las dos primeras especies encontradas en el
BLAST para cada una de las cepas estudiadas.

Tabla 3. Identificacion a nivel de género y especie de las cepas aisladas de la biocostra. Se muestran los
géneros bacterianos a los que pertenece cada cepa y las dos primeras especies encontradas en el BLAST. Para cada
una se muestra el porcentaje de identidad.

Cepa Género Especie % de identidad
K1 Arthrobacter Arthrobacter ginsengisoli 99,67%
Arthrobacter oryzae 99,67%
K2 Sphingomonas Sphingomonas glacialis 99,84%
Sphingomonas gilianensis 98,52%
K3-1 Cryobacterium Cryobacterium breve 98%
Leifsonia kafniensis 97,83%
K3-2 Sphingomonas Sphingomonas glacialis 99,20%
Sphingomonas gilianensis 98,23%
K4 Arthrobacter Arthrobacter oryzae 99,62%
Arthrobacter ginsengisoli 99,75%
K6 Paenarthrobacter Paenarthrobacter nicotinovorans 98,85%
Paenarthrobacter
histidinolovorans 98,41%
K7-2 Pseudomonas Pseudomonas canavaninivorans 100%
Pseudomonas bijieensis 100%
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K8 Arthrobacter Arthrobacter ginsengisoli 94,08%
Arthrobacter oryzae 92,53%
K9 Paenarthrobacter Paenarthrobacter nicotinovorans 99,06%
Paenarthrobacter
histidinolovorans 98,71%
K10 Frondihabitans Frondihabitans sucicola 98,45%
Frondihabitans australicus 98,32%
K11 Cryobacterium Cryobacterium breve 98,90%
Cryobacterium psychrotolerans 99,11%
K14 Cryobacterium Cryobacterium breve 98,84%
Leifsonia kafniensis 98,84%
K15 Arthrobacter Arthrobacter humicola 100%
Arthrobacter oryzae 100%
K16 Rhodococcus Rhodococcus gingshengii 100%
Rhodococcus gingshengii 100%
K18 Sphingomonas Sphingomonas faeni 99,79%
Sphingomonas aurantiaca 99,26%
K19 Frondihabitans Frondihabitans sucicola 98,61%
Frondihabitans australicus 98,50%
K20 Frondihabitans Frondihabitans sucicola 98,15%
Frondihabitans australicus 98,15%
K21 Frondihabitans Frondihabitans sucicola 97,98%
Frondihabitans australicus 97,98%
K23 Arthrobacter Arthrobacter ginsengisoli 95,38%
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Pseudarthrobacter siccitolerans 95,22%

K24 Sphingomonas Sphingomonas faeni 99,75%
Sphingomonas aerolata 99,13%
K25 Sphingomonas Sphingomonas glacialis 99,88%
Sphingomonas psychrolutea 98,88%
K27 Arthrobacter Arthrobacter oryzae 100%
Arthrobacter ginsengisoli 99,7%
K30 Pseudomonas Pseudomonas canavaninivorans 99,42%
Pseudomonas fluorescens 99,30%
K32 Pseudomonas Pseudomonas canavaninivorans 99,35%
Pseudomonas asturiensis 99,35%
K33 Pseudomonas Pseudomonas canavaninivorans 99,02%
Pseudomonas canadensis 99,02%
K34 Pseudomonas Pseudomonas fluorescens 99,88%
Pseudomonas fluorescens 99,88%
K36 Pseudomonas Pseudomonas allivorans 100%
Pseudomonas yamanorum 100%
K37 Pseudomonas Pseudomonas canavaninivorans 99,17%
Pseudomonas canadensis 99,17%

En la Figura 10 se muestran las relaciones evolutivas entre las cepas de estudio (en negritas
y con nodos resaltado en azul claro) y las cepas bacterianas con mayor similitud a nivel de la
secuencia del gen ARNr 16S, disponibles en las bases de datos de SILVA. Se observa una
asignacion clara a nivel de género (circulo externo de la Figura 10).
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Figura 10. Posicidn filogenética de las cepas aisladas mediante analisis del gen ARNr 16S. Se muestra un arbol radial, y
se realzan con pequefios cuadrados azules los nodos de las cepas estudiadas en el presente estudio, con sus nombres en negrita. En
el circulo externo se muestra la identificacion a nivel de género.

En la Figura 11 se muestran los polimorfismos (mutaciones) puntuales que se encontraron
entre las secuencias de 16S de las cepas pertenecientes a cinco de los siete géneros estudiados (no
se encontraron polimorfismos en el seno de los géneros Frondihabitans y Rhodococcus).
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Figura 11. Polimorfismos puntuales presentes en las secuencias estudiadas. Se muestran los polimorfismos
puntuales encontrados en las secuencias obtenidas para el gen 16S por género estudiado. En la parte superior se
indica la posicién del nucledtido correspondiente y a la izquierda el nombre de la cepa a la que pertenece dicha
secuencia. Las letras presentes en los recuadros indican los nucleétidos correspondientes por secuencia. A= adenina,
C=citosina, G=guanina y T= timina. Los recuadros blancos corresponden a regiones donde no hay mas nuclettidos
en la secuencia, los que tienen un signo de interrogacién corresponden a dobles picos (dos nucleétidos diferentes en
una misma posicién) y los que presentan una linea horizontal, a deleciones.

Identificacidon in silico de genes funcionales de la ruta del fosforo en
los géneros estudiados

Utilizando las secuencias homologas encontradas en la base de datos KEGG para cada uno
de los genes involucrados en las diferentes rutas metabolicas estudiadas, se llevaron a cabo 8.640
BLAST en la plataforma NCBI (en total se blastearon 160 genes para cada uno de los géneros
bacterianos). Si en esta plataforma no se encontraban resultados, se hacia un BLAST en Uniprot
con la secuencia homdloga (en aminoacidos) correspondiente al gen codificado. De esta manera,
se reconstruyeron las dos rutas metabdlicas mencionadas para seis de los siete géneros bacterianos
diferentes. Para el género Paenarthrobacter las busquedas no han podido llevarse a cabo con el
mismo procedimiento, debido a que no existen secuencias en NCBI reportadas a nivel de género.

Las bacterias presentes en el suelo pueden hacer el fosforo disponible para las plantas
mediante dos procesos principales, solubilizacion del fosforo inorganico y mineralizacion del
fosforo organico.

Solubilizacién de fosforo inorgéanico

El proceso de solubilizacion de fosforo es mediado principalmente por la liberacion de
acidos organicos por parte de las bacterias del suelo. La sintesis de acido gluconico ha sido uno de
los procesos més estudiados. Este &cido es sintetizado en la via de las pentosas fosfato como un
intermediario de reaccion. Entre las enzimas involucradas en la sintesis del acido glucdnico
destacan la quinoproteina glucosa deshidrogenasa (codificada por el gen gcd) y la enzima
gluconato deshidrogenasa (codificada por el gen gnl). Sin embargo, otros genes como gdh, hox,
gdh2, gld y ssgdh codifican para enzimas que utilizan D-glucosa (o f-D-glucosa) y permiten la
sintesis de acido glucénico.

De los geéneros estudiados aqui, Sphingomonas, Pseudomonas, Arthrobacter vy
Rhodococcus tienen el potencial genético para solubilizar fésforo, ya que poseen los genes
necesarios para completar la ruta. EI género Cryobacterium carece del gen gnl lo que hace que no
pueda completar dicha ruta; igualmente, Frondihabitans no exhibe el gen gcd.

En la Tabla 4 se muestra la ausencia o presencia de los genes involucrados en la sintesis de
acido glucdnico a partir de la glucosa.

56



Tabla 4. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes involucrados en la sintesis de acido gluconico para
cada uno de los géneros estudiados. Se muestran los sustratos utilizados por cada una de las enzimas codificadas
por dichos genes y sus productos. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas,
F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sustrato/producto Gen A S F C R Ps
S-D-glucosa hox 0 0 0 0 0 0
a
D-glucono-1,5-lactona
Gdh 1 1 0 1 0 1
D-glucosa gcd 1 1 0 1 1 1
a
D-glucono-1,5-lactona
Gdh2 0 0 0 0 0 0
Gld 0 0 0 0 0 0
Ssgdh 0 0 0 0 0 0
D-glucono-1,5-lactona gnl 1 1 1 0 1 1
a
D-gluconato
D-glucanato K06151 1 1 1 1 1 1
a
2-dehidro-D-gluconato
ghrB 1 1 1 1 1 1

En la Figura 12 se muestra esquematicamente la capacidad de sintesis de acido glucdnico de los
géneros Sphingomonas, Pseudomonas, Arthrobacter y Rhodococcus.
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1= Arthrobacter spp.
2= Cryobacterium spp. 321 431
3= Pseudomonas spp. ® 45 o 56 ®
4= Rhodococcus spp. D-glucosa D-glucono- 321 D-gluconato
5= Sphingomonas spp. 1,5-lactona 4c6 2
6= Frondihabitans spp. 3°1
L 456

2-dehidro-D-gluconato
Figura 12. Participacion de los géneros estudiados en la solubilizacion de fosforo. Los circulos negros
indican los sustratos y productos de las subreacciones, las flechas negras indican el sentido de la reaccion y los
numeros representan el(los) género(s) que poseen los genes para completar la reaccion.

Mineralizacién de fésforo organico

La mineralizacion del fosforo organico por parte de las bacterias del suelo es llevada a cabo
mediante reacciones enzimaticas catalizadas por enzimas codificadas por genes (mostrados entre
paréntesis) como son la fosfatasa acida (phoN), fosfatasa alcalina (phoD), fosfonatasa (phnX),
fitasa (appA), y CP liasa (phnJ). Algunos de estos genes forman parte del regulon pho, y estan
controlados por un sistema de regulacién que comprende una proteina sensora de histidina quinasa
(phoR) y un regulador de respuesta transcripcional (phoB).

De los géneros estudiados aqui, todos tienen capacidad mineralizadora de fosforo. En la
Tabla 5 se muestra la presencia o ausencia de estos genes en los géneros estudiados.

Tabla 5. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes involucrados en la mineralizacién de fésforo. Se
muestran los sustratos utilizados por cada una de las enzimas codificadas por dichos genes y sus productos. Los
nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas, F=Frondihabitans, C=Cryobacterium,
R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sustrato/ Producto Gen A S F C R Ps
Rivoflavina-5-fosfato a ri- phoN 0 0 0 0 0 1
voflavina
7,8-dihidroneopterin-3-tri- phoD 1 1 0 1 1 1
fosfato a 7,8-dihidroneop-
terin
D-ribosa-1-metilfosfonato- phnJ 1 1 1 1 1 1

5-fosfato a D-ribosa-1,2-
ciclofosfato-5-fosfato

Fosfonoacetaldehido a ace- phnX 1 1 0 0 0 1
taldehido
Fitato a inositol-1,2,3,5,6- appA 0 0 0 0 0 1

pentakisfosfato
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Proteina reguladora del re- phoB 1 1 0 0 0 1
gulén pho

Reguldn de fosfato: sensor phoR 0 0 0 1 0 1
histidina quinasa

En la Tabla 6 se muestra la presencia y ausencia de dos transportadores de fosfato (pitA 'y
pstS) en las bacterias estudiadas.

Tabla 6. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes involucrados en el transporte de fosfato en bacterias
para cada uno de los géneros estudiados. Se muestran los sustratos utilizados por cada una de las enzimas
codificadas por dichos genes y sus productos. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter,
S=Sphingomonas, F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sustrato/ Producto Gen A S F C R Ps

Transportadores de pitA 1 1 0 0 1 1
fosfato

pstS 1 1 0 1 1 1

La capacidad potencial de mineralizacion y solubilizacion en los diferentes géneros
aislados a partir de biocostras se resume en la Tabla 7 y la Figura 13. Se determiné que todos los
géneros estudiados poseen genes que codifican enzimas involucradas en el proceso de
mineralizacion. Sin embargo, la solubilizacién se ve restringida a los géneros Arthrobacter,
Rhodococcus, Sphingomonas y Pseudomonas.

Tabla 7. Géneros bacterianos capaces de completar (si) o no (no) los procesos de solubilizacion y
mineralizacion. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas, F=Frondihabitans,
C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Subruta A S F C R Ps
Solubilizacion si si no no si si
Mineralizacién si si si si si si
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Figura 13. Participacion de los géneros estudiados en la mineralizacion de fosforo. Los circulos negros
indican los sustratos y productos de las subreacciones, las flechas negras indican el sentido de la reaccion y los
nameros representan el(los) género(s) que poseen los genes para completar la reaccion.

Identificacion in silico de genes funcionales de la ruta del nitrégeno
en los géneros estudiados

En la Tabla 8 se muestran cada uno de los genes implicados en la ruta global del nitrégeno.

Tabla 8. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes de las principales vias metabélicas de la ruta del
nitrégeno por género bacteriano aislado a partir de biocostras. Se muestran los genes implicados en cada una de
las subrutas del nitrégeno para cada uno de los géneros estudiados. Los nombres de los géneros se resumen asi:
A=Arthrobacter, S=Sphingomonas, F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Ruta / género bacteriano Gen A S F C R Ps

Reduccion de nitrato

desasimilatoria narGH1 1 1 0 1 1 1
napAB 0 1 0 0 0 1
nirBD 1 1 0 1 1 1
nrfAH 0 0 0 0 0 1

Reduccion de nitrato

asimilatoria narB 0 0 0 0 0 1
nR 0 0 0 0 0 0
nasAB 0 1 0 0 1 1
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nit6 1 1 0 1 1 1

nirA 0 0 0 0 0 0

nasBDE 1 1 0 1 1 1

Desnitrificacion narGH1 1 1 0 1 1 1
napAB 0 0 0 0 0 1

nirk 0 1 0 1 1 1

nirS 0 0 0 1 1 1

norBC 0 1 0 0 1 1

nosZ 0 1 0 1 1 1

Fijacion de nitrogeno nifDKH 0 1 0 0 0 1
anfG 0 1 0 0 0 0

vnfDKGH 0 0 0 0 0 0

Nitrificacion nxrAB 1 1 0 1 1 1
hao 0 0 0 0 0 0

amoCAB 0 1 0 0 0 0

Anammox nirk 0 1 0 1 1 1
nirS 0 0 0 1 1 1

hzs 0 0 0 0 0 0

hdh 0 0 0 0 0 1

En la Tabla S1 se muestran cada uno de los sustratos y productos sintetizados por las
enzimas codificadas por los genes involucrados en la ruta del nitrogeno. Ademas de las vias ya
mencionadas, en la Tabla 8 se muestran genes involucrados en transformaciones adicionales de la
molécula de nitrégeno.

El ciclaje del nitrogeno puede iniciar con el proceso de fijacién de nitrégeno molecular
hasta amonio, por bacterias fijadoras de nitrdgeno. De los géneros encontrados, s6lo Pseudomonas
y Sphingomonas presentan el operon nifDKH que codifica para la enzima Nitrogenasa implicada
en el proceso de fijacion. El nitrégeno atmosférico asi fijado, es transformado hasta nitrito por
bacterias del tipo nitrificantes. Ninguno de los géneros registrados presenta los genes implicados
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en esta subruta. Sin embargo, Sphingomonas y Rhodococcus exhiben el gen amoCAB vy todos los
géneros, excepto Frondihabitans, exhiben el gen nxrAB que se encuentra implicado en la
reduccion del nitrito hasta el nitrato en esta subruta (Tabla 8).

Aungue algunos de los géneros no son capaces de reducir el amonio presente en el suelo
hasta nitrato, algunos si parecen ser capaces de incorporar el nitrato y el nitrito extracelular del
medio hacia la célula. Los géneros Arthrobacter, Cryobacterium, Pseudomonas y Rhodococcus lo
podrian hacer debido a que presentan genes como el nrt (Tabla S1), que codifica un transportador
de nitrato de la familia MFS. Todos los géneros estudiados son capaces de reducir el nitrato hasta
nitrito, pues exhiben genes como el narB, narG, nr o napA.

Otro de los procesos importantes detectados en el ciclado de este nutriente es la capacidad
de los géneros Arthrobacter, Pseudomonas, Rhodococcus y Sphingomonas para tomar otros
sustratos como el nitroalcano y transformarlo en nitrito, debido a que presentan genes como ncd2
0 NAO (Tabla S1). El nitrito asi incorporado puede ser metabolizado para devolver el nitrdgeno
molecular a la atmdsfera, lo que las bacterias hacen por la via de la desnitrificacion. En la basqueda
de los genes implicados en la desnitrificacion, encontramos que todos los generos, excepto
Frondihabitans, son capaces de devolver el nitrogeno a la atmosfera, ya que exhiben genes como
narGHI, nirK, norBC y nosZ.

Asi mismo, algunos de los géneros estudiados son capaces de otorgar amonio al suelo por
rutas alternativas a la fijacion de nitrégeno atmosférico; todos ellos, excepto Frondihabitans,
pueden tomar formamida del medio e incorporar amonio al suelo. De manera alternativa, puede
ocurrir la incorporacion de nitrilo, como se registré en Pseudomonas y Rhodococcus. Finalmente,
tal como se observa en la Tabla S1, todos los géneros estudiados son capaces de tomar el amonio
del suelo y utilizarlo para llevar a cabo la sintesis de aminoacidos esenciales como glutamato o
arginina (para arginina, sélo Arthrobacter posee el gen cpsl).

Figura 14. Participacion de los géneros estudiados en el ciclo global del nitrégeno. Los circulos negros
indican los sustratos y productos de las subreacciones, las flechas negras indican el sentido de la reaccion y los
ntmeros representan el(los) género(s) que poseen los genes para completar la reaccion.
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En la Figura 14 y en la Tabla 9 se muestra la capacidad o incapacidad de llevar a cabo cada
una de las subrutas del ciclo global del nitrégeno para cada género bacteriano estudiado.

Tabla 9. Géneros bacterianos capaces de completar (si) o no (no) las diferentes subrutas del nitrogéno.
Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas, F=Frondihabitans,
C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Subruta A S F C R Ps

Reduccion de nitrato
desasimilatoria si sf no si si si

Reduccion de nitrato

asimilatoria no si no no si si
Desnitrificacion si si no si si si
Fijacion de nitrogeno no si no no no si
Nitrificacion no no no no no no
Anammox no no no no no no

Identificacion in silico de genes implicados en la sintesis de
sideroforos en los generos estudiados

En bacterias, la sintesis de sideroforos es llevada a cabo a partir de péptidos sintasas no
ribosémicas. La ruta de sintesis de siderdforos parte del corismato sintetizado en las vias
metabolicas de aminoacidos esenciales como fenilalanina, tirosina y triptéfano. El corismato asi
sintetizado sufre un proceso de isomerizacién por parte de la enzima isocorismato sintasa
codificada por el gen pchA. Este isocorismato es el sustrato de una gran variedad de enzimas
(codificadas por los genes mostrados en la tabla S2) que permiten la sintesis de siete tipos
diferentes de siderdéforos (Kanehisa et al., 2023).

En la Tabla S2 se muestran los sustratos y productos utilizados por las enzimas necesarias
para la sintesis de los sider6foros pioquelina, micobactina, yersiniabactina, vibriobactina,
enteroguelina, mixoquelina, bacilobactina y petrobactina. De los géneros bacterianos estudiados,
solo Arthrobacter, Sphingomonas, Rhodococcus y Pseudomonas completan la sintesis de algunos
de los sider6foros mencionados arriba. En la Tabla 10 y Figura 15 se muestran los sider6foros
sintetizados por los géneros bacterianos estudiados.
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Tabla 10. Géneros bacterianos capaces de completar (si) o no (no) la biosintesis de los diferentes
sideroforos estudiados. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas,
F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sintesis de siderdéforo A S F C R Ps
Pioquelina si si no no si si
Micobactina si si no no si si
Yersiniabactina no si no no si si
Vibriobactina si si no no si si
Enteroquelina si si no no si si
Baciliobactina si si no no si si
Mixoquelina si si no no si si
Petrobactina no no no no no no

Figura 15. Participacion de los géneros estudiados en la sintesis de siderdforos. Los circulos negros indican
los sustratos y productos de las subreacciones, las flechas negras indican el sentido de la reaccion y los nimeros
representan el(los) género(s) que poseen los genes para completar la reaccion.
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Identificacion in silico de genes implicados en la sintesis de
fitohormonas en los géneros estudiados

Biosintesis de &cido indol-3-acético (AlA)
La biosintesis del AIA es llevada a cabo a partir del aminoécido triptéfano. Se conocen
cinco rutas principales para la sintesis de dicha hormona.
Via del &cido piruavico
La subruta del &cido piravico inicia con la transformacion del triptéfano en indol-3-

piruvato y de éste en acido indol-3-acético. Ninguno de los géneros estudiados exhiben los genes
implicados en esta ruta (Tabla 11).

Tabla 11. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes involucrados en la via del &cido pirdvico en cada uno
de los géneros estudiados. Se muestran ademas los sustratos utilizados por cada una de las enzimas codificadas
por dichos genes, y sus productos. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas,
F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sustrato/
Producto Gen A S F C R Ps

Triptéfano a

indol-3-piruvato IL411 0 0 0 0 0 0
Taml 0 0 0 0 0 0
TAA1 0 0 0 0 0 0

Indol-3-piruvato a
acido indol-3-
acético YUCCA 0 0 0 0 0 0

Via de la indol-3-acetamida

La ruta de la indol-3-acetamida inicia con la conversion del triptéfano a indol-3-acetamida,
y termina con el paso de ésta hasta indol-3-acetato. De las especies estudiadas, s6lo Pseudomonas
exhibe todos los genes involucrados en la ruta. Sin embargo, Sphingomonas, Frondihabitans,
Cryobacterium y Rhodococcus exhiben el gen amiE que codifica la enzima EC.3.5.1.4 implicada
en el paso de la indol-3-acetamida hasta indol-3-acetato (Tabla 12).
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Tabla 12. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes involucrados en la via de la indol-3-acetamida en cada
uno de los géneros estudiados. Se muestran los sustratos utilizados por cada una de las enzimas codificadas por
dichos genes, y sus productos. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas,
F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sustrato/
Producto Gen A S F C R Ps

Triptéfano a

indol-3-
acetamida iaaM 0 0 0 0 0 1
Indol-3-
acetamida a
indolacetato amiE 0 1 1 1 1 1

iaaH 0 0 0 0 0 1

Via de la indolacetaldoxima

De todas las rutas de sintesis del acido indol-3-acético, esta es una de las rutas menos
caracterizada en bacterias. De las especies bacterianas registradas, sélo Pseudomonas exhibe el
gen CYP79B1_2 que codifica la enzima 1.14.14.156 involucrada en el paso del triptéfano a la
indolacetaldoxima. Sin embargo, la transformacion del indolacetaldoxima hasta acetonitrilo por la
enzima codificada por el gen CYP71A13 no fue registrada para ninguno de los géneros estudiados
(Tabla 13).

Tabla 13. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes involucrados en la via de la indolacetaldoxima en cada
uno de los géneros estudiados. Se muestran ademas los sustratos utilizados por cada una de las enzimas codificadas
por dichos genes y sus productos. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas,
F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sustrato/
Producto Gen A S F C R Ps

Triptéfano a
indolacetaldoxima CYP79B1 2 0 0 0 0 0 1

Indolacetaldoxima
a indolacetonitrilo CYP71A13 0 0 0 0 0 0

Indolacetonitrilo a
indol-3-acetamida nthA 1 1 0 0 1 1

Indol-3-acetamida
a indol-3-acetato amiE 0 1 1 1 1 1
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iaaH 0 0 0 0 0 1

Indolacetonitrilo a
indol-3-acetato K01501 0 1 0 0 1 1

Via del indolacetaldehido

En esta ruta, solo el género Pseudomonas posee la enzima 4.1.1.74 que es codificada por
el gen ipdC involucrado en la sintesis de acetaldehido desde el indol-3-piruvato, y posteriormente
hasta acido indol-3-acético (Tabla 14).

Tabla 14. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes involucrados en la via de la indolacetaldehido en cada
uno de los géneros estudiados. Se muestran ademas los sustratos utilizados por cada una de las enzimas codificadas
por dichos genes y sus productos. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas,
F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sustrato/ Producto Gen A S F C R Ps

Triptéfano a indol-3-

piruvato 0 0 0 0 0 0
IL411
Taml 0 0 0 0 0 0
TAA1 0 0 0 0 0 0

Indol-3-piruvato a

indol-3-acetaldehido ipdC 0 0 0 0 0 1
ipdC 0 0 0 0 0 0

Indol-3-acetaldehido
a indol-3-acético ALDH 1 1 1 1 1 1
AAO1_2 0 0 0 0 0 0

Via de la triptamina
La ruta de la triptamina solo es llevada a cabo por el género Pseudomonas, ya que éste
exhibe los genes que codifican las enzimas 4.1.1.28, 1.4.3.4y 1.2.1.3 (Tabla 15).
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Tabla 15. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes involucrados en la via de la triptamina para cada uno
de los géneros estudiados. Se muestran los sustratos utilizados por cada una de las enzimas codificadas por dichos
genes y sus productos. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas,
F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sustrato/
Producto Gen A S F C R Ps
Triptéfano a
triptamina DDC 0 0 0 0 0 1
TDC 0 0 0 0 0 1
Triptamina a
indol-3-
acetaldehido AOC1 0 0 0 0 0 0
aofH 0 0 0 0 1 1
Indol-3-
ace_taldehldo a ALDH
indol-3-
acético 1 1 1 1 1 1
AAO1 2 0 0 0 0 0 0

La capacidad potencial de producir AIA en los diferentes géneros aislados a partir de
biocostras se resume en la Tabla 16 y la Figura 16. Se puede observar que el género Pseudomonas
parece completar la sintesis de AIA por dos vias alternativas.

Tabla 16. Géneros bacterianos capaces de completar (si) 0 no (no) las diferentes subrutas de sintesis del
AlA. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas, F=Frondihabitans,
C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Subruta A S F C R Ps

Via del cido piravico no no no no no no
Via de la indol-3-acetamida no no no no no si
Via de la indolacetaldoxima no no no no no no
Via del indolacetaldehido no no no no no no
Via de la triptamina no no no no no si
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1= Arthrobacter spp.

2= Cryobacterium spp. 3 e

3= Pseudomonas spp. Triptofano
4= Rhodococcus spp. ®

5= Sphingomonas spp. Triptamina

6= Frondihabitans spp.
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Figura 16. Participacién de los géneros estudiados en la sintesis de &cido indol-3-acético (indol-3-acetato).
Los circulos negros indican los sustratos y productos de las subreacciones, las flechas negras indican el sentido de
la reaccion y los nimeros

Citoquinina

La zeatina es una citoquinina isoprenoide sintetizada por bacterias que promueve, en las
plantas, procesos de diferenciacion celular, formacion de raices, y formacion de hojas. Aunque
existen mas de 30 citoquininas reportadas para bacterias, la zeatina es la méas estudiada. La ruta de
sintesis de la zeatina forma parte de la biosintesis de terpenoides (Kanehisa et al., 2023).

Todos los géneros estudiados aqui son potencialmente capaces de completar la sintesis de
cis-zeatina, ya que poseen el gen que codifica para la enzima dimetiltransferasa tARN encargada
de tomar el DMAPP y transformarlo en Prenil-ARNt. Este producto, a su vez, es isomerisado sin
accion enzimatica para producir cis-zeatina. En la Tabla 17 y Figura 17 se muestra la presencia o
ausencia de los genes involucrados en la sintesis de zeatina en los géneros estudiados.
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Tabla 17. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes involucrados en la sintesis de zeatina en bacterias para
cada uno de los géneros estudiados. Se muestran los sustratos utilizados por cada una de las enzimas codificadas
por dichos genes y sus productos. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas,
F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sustrato/ Producto Gen A S F C R Ps
DMAPP a Isopentenil IPT 0 0 0 0 0 0
(ATP/ADP/AMP)
Isopentenil CYP735A 0 0 0 0 0 0
(ATP/ADP/AMP) a trans
Zeatina ribosido
(tri/di/mono fosfato)
DMAPP a Prenil-ARNt miaA 1 1 1 1 1 1
Isopenteniladenina a ade- CKX 0 0 0 0 0 0
nina
Dihidrozeatina a dihidro- UGT73C 0 0 0 0 0 0
zeatina-O-glucosido
Cis-zeatina a cis-zeatina- CISZOG 0 0 0 0 0 0
O-glucdsido
Trans-zeatina a Lupinato ~ ZOG1 0 0 0 0 0 0
Trans-zeatina a trans- UGT76C 0 0 0 0 0 0

zeatina-7-B-D-glucésido

Trans-zeatina a O-B-D- Z0X1 0 0 0 0 0 0
xilozeatina

En la Tabla 18 se muestran los géneros capaces de completar la sintesis de zeatina.
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Tabla 18. Géneros bacterianos capaces de completar (si) 0 no (no) la biosintesis de zeatina. Los nombres
de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas, F=Frondihabitans, C=Cryobacterium,

R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.
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Figura 17. Participacion de los géneros estudiados en la sintesis de zeatina. Los circulos negros indican
los sustratos y productos de las subreacciones, las flechas negras indican el sentido de la reaccion y los nimeros
representan el(los) género(s) que poseen los genes para completar la reaccion.

Giberelinas

La via de sintesis de giberelinas en bacterias inicia con la adicion de un grupo COOH al
ent-kaureno para formar acido ent-kaurenoico, el cual sufre una serie de transformaciones
quimicas para producir GA12. A partir de GA12 se lleva a cabo la sintesis de GA9, GA4, GA1,

GAT7y GAS3.

En la Tabla 19 se muestra la presencia o ausencia de los genes implicados en dicha ruta
para los géneros estudiados. Aungue los géneros Arthrobacter, Sphingomonas, Rhodococcus,
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Cryobacterium y Pseudomonas poseen los genes involucrados en la transformacion de ent-kaureno
a acido ent-kaurenoico, no se detectd la presencia de los genes KS y CPS que acttan aguas arriba
en esta via metabdlica. Sin embargo, registramos la presencia del gen GGPS en algunos géneros
(Arthrobacter, Pseudomonas, Sphingomonas) que codifica una geraniltranstransferasa
involucrada en el primer paso de dicha via, donde transforma precursores de isoprenoides en
GGPP.

Tabla 19. Géneros bacterianos capaces de completar (si) o no (no) la biosintesis de giberelinas. Los
nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas, F=Frondihabitans, C=Cryobacterium,
R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sustrato/ Producto Gen A S F C R Ps
Precursor de isoprenci-  GGPS 1 1 0 0 0 1
des a GGPP

GGPP a entCPP CPS 0 0 0 0 0 0

entCPP a ent-kaureno KS 0 0 0 0 0 0

ent-kaureno a acido Cyp117 1 1 0 1 1 1
ent-kaurenoico

ent-kaurenoico a GA12 Cypll4 1 1 1 1 1 1

aldehido

GA12 aldehido a GA12 SDR GA 0 1 0 0 0 1

GA12 a GA9 Cypl12 1 1 1 1 1 1

GA9 a GA4 Cypl15 1 1 0 1 1 1

GA4 aGAl P450-3 0 0 0 0 i 0

GA4 a GAT DES 0 1 0 0 0 1

GA7 aGA3 P450-3 0 0 0 0 i 0

En la Tabla 20 y Figura 18 se muestran los géneros bacterianos capaces de sintetizar
giberelinas.

Tabla 20. Géneros bacterianos capaces de completar (si) o no (no) la biosintesis de giberelinas. Los
nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas, F=Frondihabitans, C=Cryobacterium,
R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Ruta metabolica A S F C R Ps

Biosintesis de giberelinas no no no no no no
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1= Arthrobacter spp.
2= Cryobacterium spp.
3= Pseudomonas spp.

4= Rhodococcus spp.
5= Sphingomonas spp.
6= Frondihabitans spp.
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Figura 18. Participacion de los géneros estudiados en la sintesis de giberelinas. Los circulos negros indican los
sustratos y productos de las subreacciones, las flechas negras indican el sentido de la reaccion y los nimeros representan el (1os)
género(s) que poseen los genes para completar la reaccion.

Nitrégeno

Los glaciares en retroceso constituyen uno de los escenarios mas notorios donde se puede
estudiar la colonizacion bioldgica del suelo paralelamente al proceso de formacion del suelo. Estas
son regiones donde se dan procesos de sucesion primaria, donde las cubiertas de hielo glacial han
dado paso a promontorios de los glaciares y liberado sustratos para el desarrollo del suelo
(Kandeler et al., 2006).

Dentro de las biocostras de desiertos calientes se ha documentado la presencia de bacterias
fijadoras de nitrégeno, principalmente cianobacterias (Belnap, 2001). Muchas de estas bacterias
aumentan el contenido de nitrogeno en los suelos y alivian la escasez de nitr6geno que
experimentan algunas plantas. Sin embargo, no se encontraron hasta el momento reportes de
bacterias heterdtrofas presentes en biocostras de desiertos frios capaces de fijar nitrdgeno y hacerlo
disponible para las plantas.

Fijacion de nitrégeno

De los géneros encontrados en las biocostras del frente glacial del pico Humboldt, sélo
Sphingomonas y Pseudomonas poseen, segun las busquedas metabdlicas en las bases de datos, el
operon nifDKH, el cual es el operdn dentro del cual se encuentran los genes nif que codifican la
enzima nitrogenasa (Tablas 8 y S1). Sphingomonas exhibe, ademas, el gen anfG, también
involucrado en el proceso de fijacion.

Los componentes centrales de la enzima nitrogenasa son proteinas codificadas por los
genes nifH, nifD, nifK, nifE y nifN. Estos genes son universales en los organismos fijadores de
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nitrégeno y, en general, tienen historias filogenéticas notablemente congruentes (Raymond et al.,
2004). Segun Raymond et al. (2004), en casi todos los casos, los genes nif se encuentran dentro de
uno o varios regulones u operones cotranscritos extensos que no sélo codifican las subunidades de
la proteina nitrogenasa funcional, sino que también codifican un conjunto expansivo de proteinas
involucradas en la regulacion y activacion de esta enzima. Adyacentes a los genes nifH, nifD y
nifK en la mayoria de los operones nif se encuentran los genes nifE y nifN, tipicamente, aunque de
forma variable, en el orden nifHDKEN. Se cree que NifE y NifN funcionan como andamios para el
ensamblaje del cofactor FeMo o del cofactor FeV y normalmente, si no siempre, estan asociados
con operones de nitrogenasa dependiente de Mo.

Existen, ademas, para Sphingomonas, genes alternativos de nitrogenasa, como lo es el gen
anfG, que codifica una enzima nitrogenasa cuyo cofactor de Mo se reemplaza por Fe. Estas
denominadas nitrogenasas alternativas se encuentran s6lo en un subconjunto limitado de
diazétrofos (organismos fijadores de nitrogeno) y, en todos los casos estudiados hasta ahora, estan
presentes de forma secundaria a la nitrogenasa FeMo. Si hacemos una comparacion entre la
nitrogenasa convencional, codificada por el gen nif, se ha encontrado que la nitrogenasa FeMo es
mas especifica y mas eficiente para unir dinitrégeno y reducirlo a amoniaco que cualquiera de las
nitrogenasas alternativas (en el orden nif > vnf > anf). Aunque estas nitrogenasas alternativas
podrian ser paralogos derivados de la enzima que requiere Mo, estas también podrian representar
nitrogenasas primitivas que se han mantenido en varios linajes diversos de procariotas (Raymond
et al., 2004).

Aunque existe una gran variedad de especies pertenecientes al género Sphingomonas,
diversos estudios han identificado hasta el momento solo a una especie bacteriana del género
Sphingomonas, Sphingomonas azotifigens, como fijadora de nitrogeno (Xie & Yocota, 2006).
Aunque otros estudios han sugerido la capacidad de la especie Sphingomonas paucimobilis
presente en la rizosfera del arroz como diazotrofa, no se conoce si presenta actividad nitrogenasa
in vitro (Sampaio et al., 2009). En cuanto al género Pseudomonas, es la especie Pseudomonas
stutzeri la Unica especie registrada con el gen nifHG. Segln Desnoues et al. (2003), la cepa A1501
de Pseudomonas stutzeri (anteriormente conocida como Alcaligenes faecalis) fija nitrogeno en
condiciones microaerdbicas en estado de vida libre y coloniza el arroz endéfitamente. En esta
especie, los genes involucrados en la fijacion son contiguos y estan presentes en una region de 30
kb en el genoma.

Por lo tanto, tenemos la certeza que algunas de las 12 cepas de biocostras pertenecientes a
los géneros bacterianos Sphingomonas y Pseudomonas estén entre los organismos heterotroficos
responsables de otorgar nitrodgeno a estos suelos incipientes y pobres de los ecosistemas frios
estudiados, junto a las cianobacterias de vida libre y a los hongos liquenizados por cianobacterias
y algas diazétrofas (Llambi et al., 2021). Eso podria probarse analizando la actividad nitrogenasa
in vitro o al menos, detectando la presencia del gen nifH en el ADN gendmico o plasmidico de las
cepas. Esto ultimo pavimentaria el camino para la deteccibn de nuevas cepas
psicrofilas/psicrotolerantes y diazétrofas de utilidad en la agricultura y restauracion en regiones
frias.
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Nitrificacion

De las especies bacterianas estudiadas, ninguno de los géneros son capaces de completar
la ruta de nitrificacion (Tabla 9), puesto que no poseen todos los genes involucrados en dicha via.
Los tres genes implicados en dicha via son los genes nxrAB, hao y amoCAB. La oxidacion de NH3
a NO 2 se lleva a cabo en dos pasos. Primero, el NH3 se oxida a hidroxilamina (NH,OH) en una
reaccion catalizada por la enzima amoniaco monooxigenasa (AMO) unida a la membrana. En
segundo lugar, el NH,OH se oxida posteriormente a NO por medio de la enzima periplasmica
hidroxilamina oxidorreductasa (HAO; Sayavedra et al., 1998). De estos genes, los géneros
Sphingomonas y Rhodococus exhiben el gen amoCAB y transforman el amonio que llega al suelo
a hidroxilamina (Tabla S1). Sin embargo, segun los resultados obtenidos, son incapaces de
transformar la hidroxilamina a nitrito porque carecen del gen hao.

El BLAST realizado utilizando BLAST X en NCBI, indica que algunas especies de los
géneros Sphingomonas, Pseudomonas y Rhodococcus exhiben el gen hcp, lo que nos permite
postular que puede transformar la hidroxilamina a amonio utilizando la enzima hidroxilamina
reductasa. Segin Ma et al. (2022), la especie Rhodococcus erythropolis posee este gen, es decir,
que dicha especie es capaz de tomar la hidroxilamina del medio para producir amonio, lo cual
coincide con los resultados obtenidos. Esta ruta puede ser considerada como una ruta de
regulacion, que permite que el amonio no se acumule en la célula y se transforme en hidroxilamina.
Este sustrato se almacena y puede ser transformada de nuevo a amonio cuando las condiciones lo
requieran.

Para finalizar esta ruta, el gen nxrAB se encarga de codificar la enzima nitrato reductasa.
Diferentes especies de los géneros Arthrobacter, Cryobacterium, Pseudomonas, Sphingomonas y
Rhodococus exhiben dicho gen y tienen la capacidad de transformar el nitrito del medio hasta
nitrato.

Aunque los resultados obtenidos parecen indicar que ninguna de estas especies completa
dicha ruta (Tabla 9), se ha determinado que la cepa LPNO80 del género Sphingomonas posee
capacidad nitrificante (Yun et al., 2019). Igualmente, en el trabajo de Fitzgerald et al. (2015), se
propone que tanto el género Pseudomonas, como Rhodococcus y Sphingomonas estan
involucradas en la nitrificacion en condiciones deficientes de nutrientes.

En cuanto al género Rhodococcus, se ha determinado que algunas especies son capaces de
llevar a cabo una nitrificacion del tipo heterotrofa. Trabajos como el de Whang et al. (2022),
indican que una cepa mutante del género Rhodococcus sp., CPZ24, presentd una tasa de
nitrificacién 30,3% mayor que las de las bacterias silvestres. Ellos indican que en este mutante los
niveles de expresion del gen amoAB aumentaron significativamente con respecto a la cepa
silvestre. Asi mismo, Chen et al. (2012) encontraron que en biorreactores con indculos de
Rhodococcus y bajo condiciones aerébicas, el 85% del nitrogeno en forma de amonico se
transformo en productos de nitrificacion. Ellos encontraron que la cepa CPZ24 perteneciente al
género Rhodococcus, lleva a cabo una nitrificacion y desnitrificacién simultaneas.

Asi mismo, segun Castignetti y Hollocher (1984), para el género Pseudomonas, la especie
Pseudomonas aureofaciens puede oxidar in vitro la hidroxilamina a nitrito. Aungue no se indica

75



en este trabajo como lo hace, es probable que utilice la enzima codificada por el gen hao y que
este no este reportado para Pseudomonas. Zhang et al. (2011) indica que la cepa YZN de P. stutzeri
tiene capacidades de nitrificacion heterdtrofa. Xie et al. (2021) sugieren que también la cepa
Pseudomonas mendocina X49 exhibe una capacidad de nitrificacion en condiciones aerébicas
heterotrofas. La cepa de Pseudomonas alcaligenes aislada del trabajo de Su et al. (2006) también
fue considerada una especie nitrificadora por excelencia.

Es probable que todas estas especies utilicen otros genes (como son los genes de la familia
nité que codifican nitrito reductasas dependientes de NADPH) y lleven a cabo la nitrificacion
transformando el amonio hasta nitrito de manera directa sin pasar por hidroxilamina.

Aungue no se han hecho estudios genémicos que confirmen la ausencia de estos genes en
los géneros estudiados, Junier et al. (2009) sugiere que la incapacidad de muchas bacterias para
llevar a cabo la ruta de nitrificacion in vitro podria explicarse gracias a que la tasa de nitrificacion
por parte de las bacterias que oxidan el amoniaco se reduce drasticamente a temperaturas mas frias
(Ducey et al., 2010).

Los géneros Arthrobacter, Cryobacterium y Pseudomonas exhiben sélo el gen amoCAB y
segun las busquedas en las bases de datos, carecen de los otros genes involucrados en la ruta. En
contraste, el género Frondihabitans no posee ninguno de estos genes (Tablas 8 y S1). No obstante,
en cuanto al género Arthrobacter, Verstraete y Alexander (1972) determinaron que las células en
reposo de Arthrobacter sp excretan hasta 60 pg de hidroxilamina por ml cuando se les suministra
amonio. Esto indica que es probable que si este género no posee el gen amoCAB, debe transformar
el amonio a hidroxilamina por otra via o utilizando otra enzima. Segun esos autores, las células en
reposo de Arthrobacter son capaces de oxidar la hidroxilamina a nitrito, acumulando la
hidroxilamina solo cuando hay disponible una fuente de carbono exdgena. Ellos indican que los
extractos libres de células contienen una enzima que cataliza la formacion de hidroxilamina a partir
del acido acetohidroxamico, una hidroxilamina-nitrito oxidorreductasa y una enzima que produce
nitrito y nitrato a partir de varios nitrocompuestos primarios (Verstraete y Alexander, 1972). No
obstante, en nuestra busqueda metabdlica el género Arthrobacter carece del gen hao responsable
de esta conversion, por lo que es probable que realice dicho proceso por otra via o empleando otra
enzima. Finalmente, para los géneros Cryobacterium y Frondihabitans no se ha encontrado
informacion sobre la capacidad de nitrificacion en estos ambientes.

Desnitrificacion
Entre los géneros estudiados, se registro que los géneros Arthrobacter, Cryobacterium,
Sphingomonas, Pseudomonas y Rhodococcus son capaces de completar dicha via (Tabla 9).

Para el género Arthrobacter, se encontrd la capacidad de desnitrificacion con ayuda de
BLAST X en la plataforma NCBI y Uniprot, ya que se determind la presencia de los genes nirK y
un gen alternativo al gen nosZ haciendo un BLAST de la secuencia de aminoéacidos en la plataforma
Uniprot y el gen norB en la plataforma NCBI con un BLAST X de secuencia de nucleétidos. Es
importante mencionar que el gen nosZ no fue determinado para el género Arthrobacter, sino que
se encontré otro gen que codifica a una enzima citocromo oxidasa (codigo de la enzima: 1.7.99.6)
en la especie Arthrobacter terricola, la cual es la encargada de llevar a cabo la oxidacion del 6xido
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nitroso hasta nitrdgeno molecular. Se trata de una proteina homodimérica multicobre (de
aproximadamente 65 kDa), que contiene ocho iones de cobre. Esta proteina fue identificada en el
periplasma de Pseudomonas stutzeri y su actividad catalitica hacia N>O fue pronto reconocida.
Segun Brown et al. (2000), es el dominio C terminal de esta proteina el centro activo al que el N2O
se une, por lo que proponen que esta enzima es una de las que permite la reduccion de N2O a Na.

Asi, se ha documentado en la literatura, que el género Arthrobacter puede llevar a cabo el
proceso de nitrificacion en condiciones aerdbicas y/o anaerdbicas. Por ejemplo, las cepas HHEPS
y Y10 pertenecientes al género Arthrobacter completan la via de nitrificacion heterotréfica
(Elkarrach et al., 2021; Zhang et al., 2020; He et al., 2017). De acuerdo con Cua y Stein (2014),
también algunas especies del género Sphingomonas codifican nitrito y 6xido nitrico reductasas.
Ademas, también se ha registrado que algunas especies de Sphingomonas codifican los genes nirk
y norZ. Para el género Pseudomonas, Carlson e Ingraham (1983), indican que Pseudomonas
stutzeri y Pseudomonas aeruginosa son capaces de reducir el nitrato hasta N». Igualmente, la
especie Pseudomonas mandelii también posee dichos genes involucrados en la ruta (Lakha et al.,
2009). Igualmente, para el género Rhodococcus también se ha documentado la capacidad de llevar
a cabo la via de desnitrificacion. Por ejemplo, el trabajo de Chen et al. (2012) y el trabajo de Wang
et al. (2020) indican que la cepa de Rhodococcus CPZ24 aislada de aguas residuales porcinas
produce N2 a partir de nitrato. Asi mismo, Ma et al. (2022) documentaron que la especie
Rhodococcus erythropolis también completa dicha via.

Anammox

Ademas de las rutas ya mencionadas, existe otra ruta alternativa que solo es llevada a cabo
en condiciones anaerdbicas para devolver el nitrogeno a la atmdsfera. Esta ruta, conocida como
anammox, no es llevada a cabo por ninguno de los géneros estudiados (Tabla 9). Muchos de ellos
solo exhiben las enzimas encargadas de oxidar el nitrito hasta 6xido nitrico, pero carecen de los
genes involucrados en la codificacion de enzimas involucradas en la produccién de hidracina y su
posterior oxidacion hasta nitrogeno molecular.

Tal como se observa en el ensamblaje de la ruta general del nitrogeno (Figura 14), los
géneros Pseudomonas, Rhodococcus y Sphingomonas son los que presentan la mayor cantidad de
genes involucrados en el ciclado de nitrogeno en el suelo. Sin embargo, géneros como
Arthrobacter y Cryobacterium utilizan el nitrogeno para diversas funciones, ya que poseen
transportadores de nitrato y nitrito, y probablemente son capaces de reducir este Gltimo hasta
amonio, o incorporar nitrogeno desde sustancias mas complejas como nitroalcano, nitrilo y
formamida. En el género Frondihabitans no se detectd la presencia de genes involucrados en el
ciclaje de nitrégeno. Las bacterias de este género so6lo poseen un par de genes que les permite
tomar el amonio del medio para la sintesis de aminoacidos esenciales. Este es un resultado
relevante, ya que indica que las bacterias que pertenecen a este género utilizan como aceptor final
de electrones sustancias alternativas no nitrogenadas (Unden y Bongaerts, 1997; Balk, 2006;
Rissanen et al., 2017).

Asi, todas estas bacterias contribuyen al ciclado del nitrégeno en el suelo. Algunas de ellas
potencialmente fijan nitrdgeno molecular (Pseudomonas y Sphingomonas), otras lo devuelven a
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la atmosfera (Arthrobacter, Cryobacterium, Pseudomonas, Sphingomonas y Rhodococcus),
mantienen un equilibrio entre el nitrito, nitrato y el amonio presentes en el suelo (Arthrobacter,
Cryobacteryum, Rhodococcus, Pseudomonas), o simplemente lo utilizan para la sintesis de
aminodcidos esenciales (Frondihabitans; Figura 14).

En conclusion, los géneros bacterianos estudiados tienen un gran potencial como
biofertilizantes en suelos desérticos frios, donde el nitrégeno es un elemento limitante de la
energética celular. Aunque no se conocen a nivel de especie las cepas aisladas, es probable que
algunas de ellas estén otorgando nitrégeno a estos suelos y contribuyendo a su ciclaje, haciéndolo
disponible para las plantas y promoviendo, entre otras cosas, el crecimiento vegetal.

Etileno

En bacterias se ha determinado tanto la capacidad de sintetizar etileno a partir del
aminoacido metionina como de regular su produccion. De los géneros estudiados, solo
Frondihabitans no exhibe los genes involucrados en dicha sintesis.

En la Tabla 21 se muestra la presencia o ausencia de los genes que codifican las enzimas
involucradas en la sintesis y regulacion del etileno en los géneros bacterianos aislados.

Tabla 21. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes involucrados en la sintesis de etileno en bacterias para
cada uno de los géneros estudiados. Se muestran los sustratos utilizados por cada una de las enzimas codificadas
por dichos genes y sus productos. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas,
F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sustrato/Producto Gen A S F C R Ps
L-metionina a S-adenosil- metK 1 1 1 1 1 1
L-metionina
S-adenosil-L-metioninaa 1- ACS1 2 6 1 1 0 1 1 1
aminociclopropano-1-car-
boxilato
1-aminociclopropano-1-car- ACO1 1 1 0 1 1 1
boxilato a etileno
1-aminociclopropano-1-car- acdS 1 0 1 1 1 1
boxilato a 2-oxobutonoato

La capacidad potencial de sintesis de etileno en los diferentes géneros aislados a partir de
biocostras se resume en la Tabla 22 y la Figura 19. En cuanto a la sintesis, solo el género
Frondihabitans no completa la ruta estudiada. Sin embargo, para el proceso de regulacion, sélo el
género Sphingomonas no posee el gen que codifica para la enzima ACC desaminasa.
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Tabla 22. Géneros bacterianos capaces de completar (si) o0 no (no) la biosintesis de etileno y su regulacién.
Los nombres de los géneros se

C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

resumen asi:

A=Arthrobacter,

S=Sphingomonas, F=Frondihabitans,

Ruta metabolica

A

S

C

R Ps

Biosintesis de
etileno

si

Sl

no

si

si si

Regulacion de la
produccion de
etileno

si

no

Sl

Sl

si si

1= Arthrobacter spp.
2= Cryobacterium spp.
3= Pseudomonas spp.

4= Rhodococcus spp.
5= Sphingomonas spp.
6= Frondihabitans spp.

Figura 19. Participacion de los géneros estudiados en la sintesis y degradacion de etileno. Los circulos
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L-Metionina
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46

2-Oxobutonoato

negros indican los sustratos y productos de las subreacciones, las flechas negras indican el sentido de la reaccion y
los nimeros representan el(los) género(s) que poseen los genes para completar la reaccion.
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Discusion
El derretimiento parcial y en algunos casos total de los glaciares de paises ubicados en
latitudes tropicales se ha venido registrando en las ultimas décadas. Los glaciares andinos han sido
severamente afectados, principalmente por el aumento de la temperatura del aire, el efecto
invernadero y las actividades humanas. Todos estos factores, combinados con la ocurrencia de
afios secos y fenomenos como “El Nifio”, han disminuido la extension de los glaciares en la Sierra
Nevada de Meérida (Toro et al., 2008). El glaciar ubicado en el pico Humboldt ha estado

derritiéndose y la pérdida de masa glacial ha sido registrada por diferentes autores (Carrillo &
Yépez, 2010; Ramirez et al., 2020).

Cabe destacar que el retroceso notable de este glaciar ha permitido el establecimiento de
un nuevo ecosistema en un proceso conocido como sucesién primaria. Llambi y colaboradores en
el afio 2021, estudiaron el ensamblaje de la vegetacion en el frente glacial del Pico Humboldt. Para
ello utilizaron un enfoque sincronico, donde establecieron cuatro transectas de estudio que
corresponden a las regiones donde estuvo presente el glaciar desde el afio 1910 hasta el afio 2009.

En el presente estudio se trabajoé con muestras de biocostras obtenidas de la transecta del
afio 2009. Estas biocostras son el resultado de una asociacion intima entre las particulas del suelo
y las cianobacterias, bacterias, algas, microhongos, liquenes y briofitos (en diferentes
proporciones) que viven dentro o inmediatamente encima de los milimetros superiores del suelo
(Weber et al., 2022). Uno de los tipos de microorganismos mas interesantes presentes en las
biocostras son las bacterias, ya que a éstas se les atribuyen funciones ecologicas importantes. Las
biocostras que se establecen en el glaciar del pico Humboldt seguramente albergan una comunidad
diversa de especies y cepas bacterianas, muchas de las cuales han de poseer atributos que les
permiten mantenerse activas a bajas temperaturas y proliferar en condiciones de escasez de agua
y nutrientes.

Aislamiento de las cepas bacterianas

En este estudio se aislaron 39 cepas bacterianas a ~5°C, lo que nos permite afirmar que se
trata de bacterias psicrofilas o psicrotolerantes, aunque esta Gltima distincion no pudo hacerse,
dado que no se contaba con la posibilidad de probar distintas temperaturas controladas. Es muy
importante resaltar, sin embargo, que las cepas aisladas sobrevivieron al congelamiento a -20 °C
por mas de un afio, embebidas en la matriz de suelo de las biocostras que se habian colectado. Esta
observacion las define como cepas altamente resistentes no sélo al frio, sino también al
congelamiento.

Durante el aislamiento se evitd purificar cepas que tuvieran morfologias de colonias
redundantes. El proceso de aislamiento fue llevado a cabo empleando los medios R2A y LB,
medios de cultivos pobre y rico en nutrientes, respectivamente. Es importante aclarar que este
proceso de aislamiento estuvo condicionado por la naturaleza de los medios de cultivo utilizados
(R2Ay LB).
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El medio R2A es un medio pobre en nutrientes que, debido a su baja concentracion de
fuentes de carbono y energia, ha sido empleado, por ejemplo, en el estudio de microorganismos
heterotrofos en lagos oligotroficos (Ezpeleta et al., 2012) y en el aislamiento de cepas de origen
glacial (Ball et al., 2013). Esto nos indica que el medio R2A pudo ser de gran utilidad para el
aislamiento en este caso, ya que su baja concentracién de nutrientes permite el aislamiento de
cepas bacterianas de ambientes carentes de algunos nutrientes (c.f. suelos sucesionales incipientes
de regiones frias) y de cepas que pudieran ser inhibidas por concentraciones altas de otros
nutrientes, los cuales no se encuentran disponibles en estas regiones (LaTorre, 2007). Sin embargo,
la desventaja de emplear este medio, segin LaTorre (2007) es que selecciona en su mayoria a
géneros bacterianos gram-positivos formadores de enddsporas, ya que muchas bacterias en
respuesta a la disminucion de nutrientes y cambios en el ambiente generan estas estructuras, que
son formas de resistencia, lo que les permite predominar en el suelo. De esta manera, este medio
pudo haber inhibido el crecimiento de otras cepas bacterianas no formadoras de endosporas o de
algunas gram-negativas presentes en las biocostras, principalmente de aquellas que requieren
elevadas concentraciones de fuentes de energia y nutrientes esenciales.

Por otra parte, el medio LB (medio Luria-Bertani), a diferencia del medio R2A, es uno de
los mas usados para el cultivo de géneros bacterianos, como por ejemplo Escherichia, Salmonella,
Pseudomonas, etc., debido a que es rico en nutrientes, por lo que permite el crecimiento de una
gran variedad de cepas (Garboza et al., 2011). Aungue este medio puede favorecer el crecimiento
de cepas con altas tasas de division, puede influir de manera significativa en el crecimiento de
aquellas que tienen tasas de division mucho menores, pues bacterias con altas tasas proliferaran
mucho mas rapido en este medio e impediran el crecimiento de especies con tasas de division mas
lentas.

Identificacion de las cepas

La identificacion de estas cepas se llevd a cabo secuenciando el gen ARNr 16S y con un
BLAST de dichas secuencias en las plataformas NCBI y RDM.CME. Tras la depuracion de las
secuencias obtenidas, se determinaron cambios de nucledtidos que no se debian a errores del
proceso de secuenciacion. Sin embargo, debido a que sélo se obtuvieron secuencias en un sentido,
en algunos casos se perdieron secciones importantes hacia el final de las secuencias.

Se identificaron las cepas aisladas hasta el nivel de género (Tabla 3), ya que muchas de
ellas presentaron una evidente diferencia genética con respecto a las secuencias de referencia,
indicando posiblemente que podria tratarse de nuevas especies. Esta idea es apoyada también por
el hallazgo de inconsistencias; por ejemplo, entre las primeras dos primeras entradas del BLAST,
se encontraron varias especies diferentes para cada una de las cepas (Tabla 3). En algunos casos,
la cobertura (valor de E) y el porcentaje de identidad para ellas tienen la misma cifra, lo que no
nos permite llevar a cabo una identificacion a nivel de especie. Dado el origen remoto e
inexplorado de las cepas encontradas, y debido a su naturaleza poli-extreméfila, es probable que
al menos algunas de esas cepas pertenezcan a especies nuevas no identificadas. En otras palabras,
su evolucion pudo haber estado condicionada por el aislamiento geografico y temporal (i.e. hielo
glacial) y por condiciones estresantes como altas presiones hidrostaticas y osmoticas, muy baja
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disponibilidad de nutrientes y elevadas dosis de radiaciones cosmicas, solares y terrestres (Ronddn
et al., 2016). En particular, muchas de ellas podrian ser especies bacterianas que se encontraban
confinadas al hielo glacial desde hace miles de afios y, como producto del deshielo, se establecen
en comunidades nuevas como las biocostras. Asi, se propone identificar dichas cepas a nivel de
especie empleando genes mas especificos, un andlisis de secuencia multilocus (MLSA; Glaeser &
Kampfer, 2015) o idealmente, la secuenciacion del genoma completo para cada una de ellas, en
estudios posteriores.

Algunos polimorfismos nucleotidicos puntuales en la secuencia del gen ARNr 16S y
diferencias en la morfologia de las colonias permiten distinguir mas de una cepa en el interior de
cada género (Figura 11). Esto hace imprescindible su evaluacién con técnicas genéticas y
gendmicas mas exhaustivas, y su caracterizacion morfolégica y bioquimica minuciosas. Por
ejemplo, la caracterizacion de los patrones de bandas derivados de la fragmentacion con enzimas
de restriccién empleando electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE) es una
técnica que esta a nuestro alcance y que podria ser de utilidad para la diferenciacion de las distintas
cepas encontradas. Todos estos enfoques pueden ser necesarios, igualmente, para distinguir cepas
que presentan una secuencia nucleotidica idéntica para el gen ARNr 16S, pues es bien conocido
que este no es necesariamente un criterio que garantice la identidad especifica (e.g. Fox et al.,
1992).

A continuacion se describen las generalidades de los géneros encontrados y se indican las
cepas que pertenecen a cada uno de ellos, incluyendo informacion sobre las dos primeras especies
encontradas en la plataforma NCBI para cada una de las cepas aisladas.

El género Arthrobacter pertenece al filo de las Actinobacterias, orden Micrococcales y a
la familia Micrococcaceae. Segun Busse et al. (2015) este género fue propuesto por primera vez
por Fischer en 1985 pero fue descrito por Conn y Dimmick en 1947. Este nombre era un nomen
nudum (nombre desnudo) porque no se nombro ninguna especie, y posteriormente el nombre habia
sido abandonado incluso por Fischer. Conn y Dimmick (1947) clasificaron tres especies en el
género Arthrobacter, la especie tipo del género (Arthrobacter globifte), Arthrobacter helvolum y
Arthrobacter tumescens. Segun Busse et al. (2015), Skerman et al. (1980) luego renombré a
Arthrobacter globifte como Arthrobacter globiforme, y desde entonces este nombre ha estado en
uso.

Las especies pertenecientes al género Arthrobacter son caracteristicas de suelo. Sin
embargo, se han recuperado de una gran variedad de entornos, que incluyen suelos, agua de mar,
agua dulce, piel humana, aceite, salmuera, hojas de tabaco, aire, aguas residuales, lodo activado,
pinturas murales, especimenes clinicos y una estera cianobacteriana. Incluso se han detectado
cepas de Arthrobacter en sedimentos subsuperficiales terrestres a profundidades entre 170 y 220
m (informacidn recopilada por Busse et al., 2015). EI género Arthrobacter posee una morfologia
variable con una tendencia a pasar por un ciclo de vida mas o menos definitivo. La morfologia
mas caracteristica de este género es que las bacterias son bastones gram-negativos en edades
tempranas del cultivo y formas coccoides gram-positivas (artrosporas) en etapas mas avanzadas
del cultivo. Sin embargo, en etapas intermedias pueden ser formas ramificadas o filamentos cortos
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sin ramas. Los cuerpos esféricos normalmente son grandes y se han denominado "cistitas" (Busse,
2016).

Para este género, se ha registrado que diferentes especies emplean sales de amonio o
nitratos como fuentes Unicas de nitrégeno. Esto concuerda con las busquedas metabdlicas de los
genes involucrados en la ruta del nitrgeno (Figura 14). Ademas, este género puede utilizar glucosa
y a veces otros azlcares como fuente de carbono y energia, pero normalmente sin producir
cantidades suficientes de acido para tener un efecto apreciable sobre el pH de medios altamente
amortiguados (por ejemplo, que contengan peptona; Busse, 2016).

De los 28 aislados bacterianos obtenidos, cinco de ellos pertenecen al género Arthrobacter
(Tabla 3) segln la plataforma NCBI. Sin embargo, en la Tabla 3 se observa que para una misma
cepa, la secuencia del gen ARNr 16S presenta el mismo porcentaje de identidad para diferentes
especies (K1 y K15), por lo tanto, es imposible asignar una taxonomia a nivel de especie y nos
restringimos a asignar a estas cepas hasta el género Arthrobacter. Ademas, algunas de las cepas
(como K8 y K23) presentaron porcentajes de identidad inferior al 97% (Tabla 3). Segun un
consenso extensamente aceptado y altamente conservador (Stackebrandt & Goebel, 1994), solo
con porcentajes de identidad superiores al 97% podriamos aceptar la identidad especifica de una
cepa. Segun estos autores, ademas, dos cepas pertenecerian a dos géneros diferentes si el valor de
similitud en la secuencia del gen ARNr 16S es menor a 95% (Stackebrandt & Goebel, 1994). Sin
embargo, Kim et al. (2014) modificaron ese umbral basandose en una mayor disponibilidad de
secuencias en las bases de datos. Estos autores proponen que un 98,65% de similitud del ARNr
16S puede ser utilizado como umbral para la diferenciacion de dos especies. Basandose en
cualquiera de los criterios, los porcentajes de identidad relativamente bajos encontrados para K8 y
K23 convierten a estas cepas en candidatas para la busqueda de nuevas especies dentro del género,
0 incluso podrian determinar la pertenencia de K8 a otro género cercano. Esta Gltima afirmacion
es sustentada sobre la postulacion de Yarzabal et al. (2014), segun la cual dos secuencias del gen
ARNTr 16S que se parezcan en mas de un 94,5% podrian hacer la distincion a nivel de género.

Tal como se observa en la caracterizacion cultural de la Tabla 2, las cepas K1, K4, K8, K15
y K23 difieren en cuanto a su superficie, pues K1 y K23 exhiben una superficie del tipo
planoconvexa, mientras que K4, K8 y K15 una del tipo convexa. Igualmente, en cuanto a su
pigmentacion, K4, K8 y K15 son ligeramente diferentes. Aungue esta caracteristica no nos permite
indicar que son especies diferentes, este es otro hecho que apoya la identificacion de las cepas s6lo
hasta el nivel de género.

Otro de los géneros encontrados en las biocostras es el género Cryobacterium. Este género
pertenece al orden Micrococcales y a la familia Microbacteriaceae. Fue propuesto por Suzuki et
al. (1997) y contiene bacterias gram-positivas y aerdbicas (Suzuki et al., 1997). Este género se
caracteriza por presentar especies psicrofilas. Por ejemplo, Liu et al. (2018) aislaron una bacteria
psicrofila, gram-positiva, en forma de bastdn (cepa Hh31T), del glaciar Xinjiang en China. En ese
estudio, el analisis filogenético basado en las secuencias del gen ARNr 16S mostré que la cepa
Hh31 T pertenecia al género Cryobacterium y estaba mas estrechamente relacionada con cepas de
Cryobacterium levicorallinum, Cryobacterium luteum y Cryobacterium flavum (Liu et al., 2018).
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Igualmente, Suzuki et al. (1997) identificaron y aislaron del suelo antéartico la especie
Cryobacterium psychrophilum (reportado en Liu et al., 2019).

De los aislados bacterianos obtenidos, tres de ellos pertenecen al género Cryobacterium
(Tabla 3), segun la plataforma NCBI. Para la cepa K3-1 y K14, tal como se observa en la Tabla 3,
el BLAST indica que la segunda secuencia nucleotidica con mayor cobertura, para cada una de
ellas, pertenece al género Leifsonia, debido a que este es un grupo hermano del género
Cryobacterium (Reddy et al., 2010). Siguiendo el criterio de Kim et al. (2014), la cepa K3-1
podria ser una especie diferente a Cryobacterium breve (Tabla 3). Entre estas tres cepas bacterianas
existe una diferencia cultural en cuanto a su superficie, ya que las colonias de K3-1 tienen una
superficie del tipo planoconvexa, mientras que las de K11 y K14 son del tipo convexa (Tabla 2).

Por otra parte, el género Frondihabitans pertenece al orden Micrococcales y a la familia
Microbacteriaceae. Este género fue descrito por primera vez con el nombre Frondicola; sin
embargo, este nombre se ilegitim6 porque es un homoénimo posterior del nombre del género
fungico Frondicola. Por lo tanto, Greene et al. (2007) propusieron un nuevo nombre de genero,
Frondihabitans gen. nov., para este taxon. Como resultado, se asume un nuevo nombre para la
especie tipo, Frondihabitans australicus sp. nov., para reemplazar la combinacion ilegitima
Frondicola australicus (Zhang et al. 2007). Este género se caracteriza por presentar células de
forma de bastoncillos a irregulares (a menudo formando grupos densos de células cuando se
cultivan en medio liquido). Son bacterias del tipo gram-positivo, oxidasa-negativo, catalasa-
positivo y no motil. Aungue algunas bacterias de este género han sido aisladas de liquenes en
bosques de abetos (Cardinale et al., 2011), en rizosferas de zonas calientes (Lee, 2010) y suelo
(Kim et al., 2014), también se han registrado especies psicrofilas simbidticas en liquenes
antarticos. Igualmente, segin Ramanovskaia et al. (1993), las cepas de Frondihabitans se
encuentran con mayor frecuencia entre las bacterias aerobicas quimioorganotroficas en las
fitocenosis antarticas.

De los aislados bacterianos obtenidos, cuatro de ellos pertenecen al género Frondihabitans
(K10, K19, K20, K21) y a dos especies diferentes (Frondihabitans sucicola y Frondihabitans
australicus; Tabla 3). Sin embargo, segun el criterio de Kim et al. (2014), estas cuatro cepas
podrian pertenecer a especies diferentes de las encontradas con mayor similitud nucleotidica en
las bases de datos. Las diferencias culturales, como se indica en la Tabla 2, son muy sutiles entre
las cepas aisladas. SGlo se muestra una diferencia en la pigmentacion de las colonias, siendo K10
ligeramente méas naranja que las otras tres cepas.

Asi mismo, dentro de las biocostras registramos el género Paenarthrobacter. En particular,
de los aislados obtenidos, uno de ellos pertenece al género Paenarthrobacter (Tabla 3). El género
Paenarthrobacter es un nuevo género propuesto por Busse (2016). En ese estudio, algunas
especies del género Arthrobacter fueron reclasificadas en cinco grupos dentro de los nuevos
géneros Paenarthrobacter (el grupo A. aurescens), Pseudarthrobacter gen. nov. (el grupo A.
oxydans), Glutamicibacter gen. nov. (el grupo A. protophormiae), Paeniglutamicibacter gen. nov.
(el grupo A. sulfureus) y Pseudoglutamicibacter gen. nov. (el grupo A. albus/cumminsii). Las
especies A. aurescens, A. histidinolovorans, A. ilicis, A. nicotinovorans, A. nitroguajacolicus y A.
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ureafaciens se reclasifican en el género Paenarthrobacter gen. nov. (Busse, 2016). Al
igual que Arthrobacter, el género Paenarthrobacter pertenece al orden Micrococcales y familia
Micrococcaceae. Las células bacterianas que pertenecen a este género tienen forma de baston con
ramas transitorias de 2,50 a 4,00 um de longitud y la mayoria forman una disposicion en forma de
V (Cao et al., 2019).

Por otra parte, la mayoria de las cepas aisladas pertecencen al género Pseudomonas. El
género Pseudomonas es uno de los grupos bacterianos mas cosmopolita de la naturaleza, y forma
parte del orden Pseudomonales y la familia Pseudomonadaceae. En la naturaleza se han registrado
algunas especies psicrofilas, como Pseudomonas syringae, que esta involucrada en la activacién
de nucleos de hielo (Lopéz et al., 2005), o tres cepas de Pseudomonas psicréfilas para las cuales
se evalud la capacidad de promover el crecimiento en tomate (Orobio & Rozo, 2019). De igual
forma, se han identificado especies de Pseudomonas de regiones desérticas calientes.

Las Pseudomonas son bacterias gram-negativas no formadoras de esporas con forma de
bacilo y con uno o mas flagelos polares. El género Pseudomonas esta constituido por especies y
cepas metabdlicamente versatiles, capaces de utilizar una amplia gama de compuestos organicos
simples y complejos como fuentes de carbono y energia, que les permiten la colonizacion de
multiples ambientes naturales y extremos. Aunque muchas de ellas son catalogadas como
patdgenos humanos, otra parte importante cumple ciclos biologicos de vital importancia para las
plantas y los animales (Magallanes, 2014).

De los aislados obtenidos, siete de ellos pertenecen al género Pseudomonas (K7-2, K30,
K32, K33, K34, K36 y K37; Tabla 3), para las cuales se registraron siete especies diferentes en las
dos primeras entradas del BLAST: P. canavaninivorans, P. bijieensis, P. fluorescens, P.
asturiensis, P. canadensis, P. allivorans y P. yamanorum. Entre las cepas aisladas, K34 y K35 son
muy similares culturalmente (Tabla 2). Por su parte, K30, K3 y K33 muestran diferentes bordes y
opacidad, mientras que K7-2, K31 y K36 poseen diferente consistencia.

Otro genero importante registrado en estas biocostras fue el género Rhodococcus. Este
género fue descrito por primera vez por Zopf en el afio 1891 (Bell et al., 1998). Sin embargo, el
nombre no fue utilizado sino hasta mucho tiempo después por Goodfellow (1989). Actualmente,
este género pertenece al orden de los Actinomicetales y a la familia Corynebacteriaceae (Bell et
al., 1998). El género Rhodococcus contempla actinomicetos nocardioformes aerobios, gram-
positivos, inmoviles, que contienen micolatos (Goodfellow, 1989). Aunque hay algunas especies
patogenas, la mayoria de ellas han sido aisladas de diversos ambientes, incluyendo el suelo y el
agua dulce.  Distintos estudios han determinado que diferentes especies de Rhodococcus estan
implicadas en procesos de biorremediacidn para la limpieza de sitios contaminados. Los grandes
genomas de los rodococos, sus vias catabdlicas redundantes y versatiles, su capacidad para
absorber y metabolizar compuestos hidréfobos, formar biopeliculas, persistir en condiciones
adversas y la disponibilidad de herramientas recientemente desarrolladas para la ingenieria
genética, los convierten en microorganismos industriales adecuados para las biotransformaciones
y la biodegradacidén de muchos compuestos organicos (Martinkova et al., 2009).
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De los aislados obtenidos, uno de ellos pertenece al género Rhodococcus, la cepa K16. La
secuencia nuclettidica del gen ARNr 16S para esta cepa present6 un 100% de identidad, en los dos
primeros lugares, para la especie Rhodococcus gingshengii (Tabla 3).

Finalmente, el género Sphingomonas también fue registrado en estas biocostras. Este
género fue descrito por primera vez por Yabuuchi et al. (1990; reportado en Balkwill et al., 2003)
y pertenece al orden de las Sphingomonadales y a la familia de las Sphingomonadaceae. Aunque
contiene algunas especies patdgenas, muchas otras especies han sido aisladas de rizésfera, suelo y
mar. El género Sphingomonas estd conformado principalmente por bacterias gram-negativas, en
forma de bastdn, quimioheterétrofas, estrictamente aerdbicas, que poseen ubiquinona 10 como la
principal quinona respiratoria, contienen glicoesfingolipidos (GSL) en lugar de lipopolisacaridos
en sus envolturas celulares y, por lo general, producen colonias de pigmento amarillo (Balkwill et
al., 2003). Avances recientes han demostrado que estos organismos tienen habilidades Unicas para
degradar contaminantes refractarios, para servir como antagonistas bacterianos de hongos
fitopatdgenos y para secretar exopolisacaridos altamente dtiles. Desafortunadamente, las
Sphingomonas también son patdgenos animales y también pueden degradar facilmente las tuberias
de cobre en los sistemas de distribucion de agua potable (White et al., 1996).

De los 28 aislados bacterianos obtenidos, cinco de ellos pertenecen al género
Sphingomonas (K2, K3-2, K18, K24 y K25; Tabla 3) y poseen la mayor similitud nucleotidica con
seis especies diferentes (S. glacialis, S. gilianensis, S. faeni, S. aurantiaca, S. aerolata y S.
psychrolutea). Con respecto a la caracterizacion cultural de las cepas aisladas (Tabla 2), todas ellas
son de color naranja amarillento. K24 presenta, a diferencia de las otras cepas con superficie
brillante, una superficie mate. K2 y K18, por su parte, tienen una opacidad translicida.

Para todas las cepas aisladas e identificadas, no se encontraron estudios que las relacionen
con biocostras de desiertos frios, pues los trabajos que se tienen de biocostras de regiones frias se
basan principalmente en los organismos autétrofos presentes en las biocostras, como son las
cianobacterias. Sin embargo, algunos trabajos sugieren el mejoramiento de estas comunidades con
bacterias heterotrdficas de los géneros Arthrobacter y Rhodococcus en escenarios de sucesion
secundaria (Mufioz et al., 2021). En estudios recientes en zonas aridas, se han usado bacterias
pertenecientes a los géneros Arthrobacter, Microbacterium, Planococcus, Rhodococcus y
Streptomyces para fijar CO: atmosférico a través de su conversion a precipitados de carbonato de
calcio. Estos organismos realizan funciones bioldgicas y ecoldgicas cruciales para las zonas secas,
como la fijacion de nitrégeno, y la agregacion de las particulas del suelo por liberacion de
exopolisacaridos (Mufioz et al., 2021).

Sin embargo, no se encontraton estudios previos donde se reporten bacterias psicrofilas y
heterdtrofas presentes en las comunidades de las biocostras. Por lo tanto, el aislamiento y la
identificacion de cepas pertenecientes a estos generos bacterianos son innovadores y resultan de
suma importancia, debido a que se ha registrado que muchos de estos géneros exhiben funciones
ecoldgicas importantes, como su capacidad de promover el crecimiento vegetal. Adicionalmente,
su caracter de psicrofilia y psicrotolerancia pueden estar contribuyendo al establecimiento y
correcto desarrollo de especies de plantas nativas en ecosistemas incipientes en ambientes frios.
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Identificacion in silico de genes funcionales
Fosforo

Las bacterias son los principales microorganismos que otorgan fosforo a los suelos, pues
tienen la capacidad de solubilizar el fésforo orgénico y mineralizar el fésforo inorganico y hacerlo
disponible para las plantas. Por tanto, el registro de actividad MSF o MMF en bacterias puede ser
de gran utilidad para estos suelos incipientes de paramo, ya que pueden favorecer el
establecimiento de plantas pioneras en sucesiones primarias.

Solubilizacion de fosforo

La sintesis de acidos organicos en el periplasma de diferentes especies bacterianas permite
una reduccion significativa del pH del medio y la posterior liberacion de P. Uno de los acidos mas
estudiados para el proceso de solubilizacién de fosforo es el &cido glucénico. El &cido glucénico
es sintetizado, principalmente, por la via de la oxidacion directa de la glucosa. Esta ruta, también
conocida como via de las Pentosas fosfato, es uno de los principales mecanismos empleados por
bacterias para la utilizacion de las aldosas producidas en la glucolisis. Segun Paredes & Espinoza,
(2010) la primera oxidacion se cataliza por la quinoproteina glucosa deshidrogenasa (GDH), asi
Ilamada porque pertenece al grupo de enzimas bacterianas que utilizan el cofactor quindnico PQQ
(2,7,9-tricarboxil-1H-pirrolo[2,3—f]quinolina—4,5—-diona). La PQQGDH transfiere dos electrones
directamente de las aldosas a la ubiquinona en la membrana plasmatica, ocurren dos oxidaciones
gue generan protones y que estan mediadas por el cofactor PQQ. La oxidacion directa de glucosa
al acido gluconico genera un proton transmembranal que puede usarse para la bioenergética y
funciones de transporte de la membrana, mientras el proton del acido glucénico queda disponible
para la solubilizacion de fosfatos. Las bacterias que producen acido 2—cetogluconico, normalmente
Ilevan a cabo la segunda oxidacion del &cido gluconico periplasmico a 2—cetogluconico.

En este estudio se determino que los géneros Pseudomonas, Arthrobacter, Rhodococcus y
Sphingomonas son capaces de completar la solubilizacidn del fosforo, ya que poseen los genes
implicados en dicha ruta. Tanto para Pseudomonas, Arthrobacter, Rhodococcus, como para
Sphingomonas se determind la presencia del mismo conjunto de genes involucrado en la sintesis
de acido glucénico (Figura 12). En los cuatro generos se detecto la presencia del gen ged (1.1.5.2)
que codifica la quinoproteina glucosa deshidrogenasa que permite tomar la D-glucosa y producir
D-glucono-1,5-lactona. Posteriormente, para estos géneros se detectd la presencia del gen 3.1.1.17
que codifica la enzima gluconolactonasa, la cual se encarga de tomar la D-glucono-1,5-lactona
para sintetizar D-gluconato (&cido gluconico). Los genes K06151 y el gen ghrB (EC.1.1.1.215),
que codifican la cadena alfa de gluconato 2-deshidrogenasa y una glioxilato/hidroxipiruvato/2-
cetogluconato reductasa, respectivamente, también estan presentes en el genoma del género
Pseudomonas, Rhodococcus, Sphingomonas y Arthrobacter permitiendo a bacterias de estos
géneros tomar el D-gluconato para producir 2-dehidro-D-gluconato. Ademas, Pseudomonas y
Sphingomonas también poseen el gen gdh que codifica para la enzima glucosa 1-deshidrogenasa
(EC. 1.1.1.47), que permite a bacterias de estos géneros tomar la B-D-glucosa para sintetizar D-
glucono-1,5-lactona (en una via alternativa que parte de B-D-glucosa).
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Nuestros hallazgos coinciden con el trabajo de Balcazar et al. (2015), donde se muestra in
vitro la capacidad solubilizadora de P de nueve cepas de Pseudomonas aisladas del hielo glacial
del Pico Humboldt y del extinto glaciar del Pico Bolivar. En el estudio de Alori et al. (2017)
también se report6 la actividad solubilizadora del género Pseudomonas, determinandose que el
género mejora significativamente el crecimiento de plantulas de maiz, ya que actia como un
biofertilizante al hacer el P disponible. Ademas, Werra et al. (2009) encontraron que la
solubilizacion del fosforo en una cepa de Pseudomonas fluorescens depende en gran medida de su
capacidad para producir &cido glucénico. Asi mismo, en el estudio de Postma et al. (2010) se
ratifico la capacidad solubilizadora de fésforo por parte del género Pseudomonas, pues se
determind que las concentraciones mas altas de P las disolvieron Pseudomonas chlororaphis y
Bacillus pumilus. Trabajos como los de Balcazar et al. (2015), Postma et al. (2010); Alori et al.
(2017); Kour et al. (2020); Hiba et al. (2017); Weimin et al. (2016); Browne et al. (2009) y
Restrepo et al. (2014) confirman la capacidad solibilizadora de género Pseudomonas.

La capacidad solubilizadora del genero Sphingomonas estd menos documentado. Sin
embargo, Asaf et al. (2018) indican que la cepa LK1l del genero codifica genes para la
solubilizacion de fosfato que son beneficiosos para promover el crecimiento de las plantas.
También Lombardino et al. (2022) indican la presencia de estos genes involucrados en las vias
asociadas con la absorcion, el metabolismo y la solubilizacion del fosfato en el suelo.
Sphingomonas sanguinis y S. paucimobilis son las principales especies registradas con esta
capacidad.

Asi mismo, para los géneros Rhodococcus y Arthrobacter se ha registrado actividad
solubilizadora (Beltran & Eleonora, 2014). En el 2006 se aislaron bacterias solubilizadoras de
suelos subtropicales, donde se detectd que las especies Arthrobacter ureafaciens y Rhodococcus
erythropolisy tienen la habilidad para solubilizar fosfato tricalcico. (Chen et al., 2006). Segun lo
encontrado con BLAST X, Arthrobacter sunyaminii y Rhodococcus trifolii son capaces de tomar la
D-glucosa proveniente de la glucdlisis y metabolizarla hasta D-glucono-1,5-lactona mediante la
enzima deshidrogenasa dependiente de PQQ, lo que les permite iniciar y completar la
solubilizacion de fosforo.

Aunque estos géneros posiblemente pueden estar otorgando fosforo a estos suelos por
medio del proceso de solubilizacion, diversos estudios indican que factores como la temperatura,
la riqueza nutricional del suelo y el estado fisiologico de la planta pueden afectar la disponibilidad
de fosforo en el suelo por esta via. Segun Alori et al. (2017) el proceso de solubilizacion es 6ptimo
a temperaturas que oscilan entre los 25 y 30°. No obstante, se ha registrado solubilizacion de
fosforo a temperaturas menores de 10°C. Asi mismo, se ha registrado que las tasas de
solubilizacion por parte de bacterias del suelo son mayores en climas calidos y hiumedos y mucho
menores en climas frios y secos. Por lo tanto, se sugiere no sélo determinar la presencia de estos
genes in silico e in vitro para los géneros estudiados, sino también hacer pruebas de solubilizacién
a bajas temperaturas (proximas a las temperaturas registradas en el pico Humboldt), como lo
hicieron Balcazar et al. (2015).
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Mineralizacion de fosforo

El P orgéanico del suelo es una de las principales fuentes de fosforo para las plantas. Este
elemento puede ser transformado en P mediante enzimas como fosfatasas, fosfonatasas, fitasas y
CP-liasas secretadas por bacterias mineralizadoras de fosforo (Mullen, 2019).

Los genes PhoD y phoN, que codifican fosfatasas alcalina y &cida, respectivamente, han
sido empleados como marcadores moleculares para determinar la capacidad de las bacterias en
procesos de mineralizacion de fésforo (Bergkemper et al., 2016). La presencia de la enzima
fosfatasa &cida (EC.3.1.3.2), codificada por el gen phoN fue registrada sélo para el género
Pseudomonas estudiado aqui (Figura 13). Esta enzima se encuentra involucrada en el metabolismo
de larivoflavina y en el sistema de dos componentes. Kondo et al. (1991) determinaron la actividad
fosfatasa acida en la especie Pseudomonas pseudomallei, lo que confirma los resultados obtenidos.

A diferencia de la fosfatasa acida, la fosfatasa alcalina (EC.3.1.3.1), codificada por el gen
phoD estéa presente en casi todos los géneros estudiados, pues sélo Frondihabitans no exhibe dicho
gen. Por lo tanto, es probable que dichos géneros se encuentren involucrados en la mineralizacion
del fosforo en las biocostras establecidas en el pico Humboldt. La capacidad de mineralizar el
fosforo por accion fosfatasa alcalina ha sido determinada tanto in vitro como in silico en diversos
estudios para los géneros Arthrobacter (Ragot et al., 2015), Cryobacterium (Qing et al., 2023),
Pseudomonas (Filloux et al., 1988; Monds et al., 2006; Anba et al., 1990) Sphingomonas
(Nilgiriwala et al., 2008; Lukesch et al., 2020) y Rhodococcus (Camponovo & Garcia, 2006),
donde se ha determinado la presencia de genes como phoA y phoK, que también codifican
fosfatasas alcalinas.

Para el género Pseudomonas, el gen phoD ha sido reportado por Filloux et al. (1988); estos
autores determinaron que dicho gen se encuentra formando parte del regulon Pho. Esto concuerda
con la presencia de los genes phoB y phoR para el género Pseudomonas, los cuales se encargan de
regular la transcripcion de dicho regulon.

Otra de las enzimas consideradas con actividad mineralizadora de fésforo son las
fosfonatasas. Los fosfonatos son compuestos organofosforados que contienen enlaces C-P muy
estables. Se cree que estos compuestos, como el acido 2-aminoetilfosfonico (ciliatina), acido
fosfonoacético o acido 2-amino-3-fosfonopropionico (fosfonoalanina) son utilizados por
organismos primitivos. Su presencia en las estructuras de la membrana externa puede proteger a
las células de la degradacion enzimatica o conferirles rigidez adicional porque el enlace C-P es
resistente a la hidrolisis quimica, la descomposicidn térmica y la fotolisis, asi como a la accion de
las fosfatasas (Quinn et al., 2007).

Segun Quinn et al. (2007), en las bacterias, algunos de los genes que codifican enzimas
fosfonatasas estan confinados a la regulacién del regulén Pho y, en general, estan controlados por
un sistema de transduccion de sefiales de dos componentes que componen una proteina sensora de
histidina quinasa de membrana interna (phoR) y un regulador de respuesta transcripcional
citoplasmatico (phoB). Los genes phoR y phoB estan presentes en Arthrobacter, Cryobacterium,
Sphingomonas, Rhodococcus y Pseudomonas. Sin embargo, los genes estudiados aqui (phnX y
phnJ) llevan a cabo el catabolismo microbiano de fosfonato no sujeto al control del regulon Pho.
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De los géneros estudiados, Arthrobacter, Pseudomonas y Sphingomonas exhiben el gen
phnX que codifica la enzima fosfonoacetaldehido hidrolasa (EC.3.11.1.1). Por lo tanto, es probable
que estos géneros estén mineralizando foésforo a traves de esta enzima en el suelo. Para
Pseudomonas, Dumora et al. (1997) registraron la presencia de esta enzima en la especie
Pseudomonas aeruginosa codificada por el gen phnX. Igualmente, para Arthrobacter, Kononova
et al. (2002) indican que ademas de la degradacién de dos AEP, la enzima fosfonatasa también
puede participar en la descomposicion del glifosato como se demostrd en Arthrobacter atrocyanus.
En el caso de Sphingomonas no se encontré bibliografia que confirme la capacidad fosfonatasa de
este género.

Asi mismo, la enzima CP-liasa (Alfa-D-ribosa-1-metilfosfonato-5-fosfato CP liasa; EC.
4.7.1.1) codificada por el gen phnJ es una de las mayormente expresadas en bacterias. Esta enzima
esta involucrada en el metabolismo del fosfonato y fosfinato, donde se encarga de cortar los enlaces
carbono-fésforo de moléculas como alfa-D-ribosa-1-metilfosfonato-5-fosfato. Todos nuestros
géneros estudiados poseen dicho gen. Ya esto ha sido registrado por un gran nimero de autores
para el genero Pseudomonas (Selvapandiyan & Bhatnagar, 1997; Selvapandiyan & Bhatnagar,
1994; Hickey et al., 2012) y Arthrobacter (Kertesz et al., 1991).

Aunque todas estas enzimas permiten la mineralizacion del fésforo, el fésforo presente en
el suelo es cominmente (mas del 80%) encontrado como conglomerados insolubles a base de acido
fitico. El &cido fitico es un derivado quimico especifico del inositol que contiene seis moléculas
de fosforo unidas a grupos hidroxilos. Estos residuos de acido fosforico son quimicamente activos
y permiten la union de los metales (calcio, sodio, potasio, zinc, cobre, entre otros;
Mukhametzyanova et al., 2011). Su hidrdlisis en la naturaleza se lleva a cabo mediante fitasas
microbianas. Estas fitasas se basan en la hidrolisis enzimética de enlaces entre residuos de inositol
y acido fosférico (Mukhametzyanova et al., 2011).

En este caso se estudio el gen appA que codifica la enzima 4-fitasa (EC. 3.1.3.26). Esta
enzima, también conocida como fitasa es una hidrolasa que actta sobre los enlaces éster del fitato.
En este estudio, solo el género Pseudomonas, exhibe dicho gen 'y, por tanto, es capaz de expresar
la enzima fitasa. Esto concuerda con lo mencionado por Mukhametzyanova et al., (2011), donde
se registra al género Pseudomonas como productor de fitasa (Hosseinkhani & Hosseinkhani,
2009). Konietzny & Greiner (2004) también registran la capacidad fitasa de este género.

No solo la expresion de enzimas capaces de mineralizar y solubilizar el fésforo insoluble
son importantes para las bacterias y las plantas; también la presencia de transportadores de fosfato
es necesaria para incorporar este elemento a biomoléculas esenciales. Los genes pitA y pstS son
algunos de los que codifican transportadores para fésforo. EI gen pstS forma parte, también, del
regulén Pho. Entre los géneros estudiados, todos excepto Frondihabitans exhiben dicho gen. En
cuanto al transportador codificado por el gen pitA, sélo Arthrobacter, Rhodococcus,
Sphingomonas y Pseudomonas exhiben dicho gen.

Los procesos de Solubilizacion y Mineralizacion de fosforo, que potencialmente son
llevados a cabo dentro de las biocostras del pico Humboldt, pueden estar permitiendo la
disponibilidad del fésforo en estos suelos incipientes. Todo este consorcio de interacciones
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Ilevadas a cabo entre los diferentes géneros que componen la biocostra, potencialmente promueven
el crecimiento vegetal de plantas al hacer el fosforo disponible para ellas. Asi, los géneros
Pseudomonas, Arthrobacter, Cryobacterium, Rhodococcus y Sphingomonas pueden estar
representados en estas comunidades por especies pioneras que otorgan y hacen disponible el
fosforo dentro de la biocostra y de manera general, en este ecosistema incipiente.

Sideroforos

El hierro es un oligoelemento esencial para todos los organismos vivos. Aunque el hierro
es abundante en la Tierra, su biodisponibilidad es generalmente baja, ya que se encuentra en estado
férrico oxidado (Fe*), que es en gran medida insoluble a niveles de pH neutros y bésicos (Kramer
et al., 2020).

Los sider6foros son moléculas quelantes de hierro de bajo peso y alta afinidad sintetizadas
por microorganismos (como bacterias) en respuesta a la deficiencia de hierro (Khasheii et al.,
2021), por lo que una forma comdn en que las bacterias adquieren este nutriente es mediante la
secrecion de dichas moléculas. Los sideroforos son considerados metabolitos secundarios que
eliminan el hierro de las reservas ambientales y lo entregan a las células a través de receptores
especificos (Kramer et al., 2020). Las formas mas comunes de sideréforos son los catecolatos
(producidos por bacterias) y los hidroximatos (producidos tanto por bacterias como por hongos;
Gupta et al., 2019). Este grupo de moléculas pueden ser sintetizadas por dos vias metabolicas
diferentes. A través de péptidos sintasas no ribosomales (NRPS via estudiada aqui) o por vias
independientes de NRPS.

El proceso de sintesis de sideréforos por la via NRPS es el mejor caracterizado en bacterias.
Los NRPS son grandes complejos multidominio y multienzimaticos, en los que cada subunidad es
responsable de unir un amino&cido a una cadena peptidica en crecimiento, incluidos aminoacidos
e hidroxiacidos no proteindgenos. La arquitectura NRPS estdndar comprende secuencias
modulares de adenilacion (A), condensacion (C), proteina portadora de peptidilo (P) y tioesterasa
(T), asi como otros dominios funcionales especificos que incluyen epimerizacion (E), oxidacion
(Ox), metilacion (Mt) y ciclacién (Cy; Timofeeva et al., 2022). De esta forma, los NRPS estan
integrados en una molécula precursora que posteriormente es modificada por ya sea NRPS u otras
enzimas para formar el sider6foro final. De esta manera, la secrecién de sider6foros es un proceso
impulsado que requiere gran demanda energética (Kramer et al., 2020).

En este estudio se determing, en la via NRPS, la potencialidad de la sintesis de los
sideroforos pioquelina, micobactina, vibriobactina, enterobactina, bacilobactina y mixobactina
para todos los géneros estudiados (Tabla 10 y Figura 15). Arthrobacter, Sphingomonas,
Rhodococcus y Pseudomonas poseen todos los genes involucrados para su sintesis y posterior
ensamblaje. Sin embargo, el sider6foro yersiniabactina es sintetizado por Sphingomonas,
Rhodococcus y Pseudomonas, mientras que la pioguelina no es sintetizada por ninguno de los
géneros estudiados aqui.

Estos resultados concuerdan con Timofeeva et al. (2022), quienes indican que
Pseudomonas y Rhodococcus tienen la capacidad de sintetizar sideréforos. Igualmente, Challaraj
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et al. (2012) indican que la especie Arthrobacter luteolus es capaz de sintetizar catecolato in vitro
y la cepa Arthrobacter JG-9 de sintetizar hidroximato (Bossier & Verstraete., 1986). El trabajo de
Kuzyk et al. (2021) indica que especies de Sphingomonas tienen capacidad de sintesis de mas de
un sideroforo. Entre ellas se encuentra la cepa DCY91 de Sphingomonas mucosissima, la cual
sintetiza sideroforos in vitro (Sukweenadhi et al., 2015).

Aungue se determino la capacidad de sintesis, en este trabajo no se estudiaron los genes
involucrados en la sintesis de receptores de sideroforos presentes en la membrana de estas
bacterias. Se sabe que en bacterias gram-negativas (en este caso los géneros Sphingomonas y
Pseudomonas) un mecanismo comun involucra el reconocimiento especifico del sideréforo
cargado de hierro por un receptor de membrana externa en forma de barril B, el cual después de
unir el ligando, sufre un cambio conformacional, translocando el sideréforo cargado de hierro al
periplasma. Este proceso esté respaldado por un complejo TonB, que entrega la energia a través de
la fuerza motriz del protén, mientras que el transporte del sideréforo cargado de hierro al citosol,
donde se produce la reduccion del hierro, suele estar mediado por un transportador de casete de
membrana que une ATP (Kramer et al., 2020). Los genes involucrados en la sintesis de este
complejo pueden ser estudiados, para los generos bacterianos, en trabajos posteriores.

Segun Kramer et al. (2020), en bacterias gram-positivas (como los géneros Arthrobacter,
Cryobacterium, Frondihabitans y Rhodococcus) no se requieren receptores de membrana externa,
ya que los sideroforos son importados directamente por transportadores de casetes de uniona ATP
que atraviesan la membrana celular. No se comprende bien el destino de los sideroforos después
de la liberacion de hierro.

Los mecanismos de sintesis y absorcion de siderdforos se encuentran bajo regulacion. El
regulador clave mas comun es Fur (regulador de captacion férrica), el cual funciona como un
represor transcripcional de la sintesis de sider6foros. Cuando se reponen las reservas de hierro
intracelular, Fur se une al hierro ferroso en el citosol, y este complejo luego se une al promotor de
los genes de sintesis de sider6foros. En casos de bajas concentraciones de hierro en la célula se
libera la represion por parte de Fur y se induce la sintesis de sidero6foros (Kramer et al., 2020).

Aunque se sabe que los siderdforos bacterianos proporcionan Fe a las plantas y promueven
su crecimiento cuando la biodisponibilidad de Fe es baja, no se han establecido los mecanismos
exactos de estos procesos, pero se han propuesto dos posibles formas para que las plantas obtengan
Fe a partir de sider6foros microbianos. El primer mecanismo sugiere que los sider6foros
bacterianos con un alto potencial redox pueden reducirse para devolver Fe(ll) al sistema de
transporte de la planta. Se propone que, de acuerdo con este mecanismo, los sideroforos de Fe (I11)
de las bacterias se transportan primero al apoplasto de la raiz de la planta, donde se produce la
reduccion de los sideroforos. Por lo tanto, el Fe (Il) es capturado por el apoplasto, lo que
posiblemente lleve a una alta concentracion local de Fe en la raiz. EI segundo mecanismo es que
los sideroforos bacterianos quelaten el Fe del suelo y realicen un intercambio de ligandos con
fitosider6foros. Los mecanismos descritos son tedricos y adn no han sido confirmados
experimentalmente (Timofeeva et al., 2022).
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En una comunidad microbiana, como son las biocostras, la sintesis de sidero6foros por parte
de estas bacterias puede tener tanto efectos perjudiciales como benéficos para los otros organismos
presentes en ellas. Por ejemplo, los sider6foros podrian hacer que el hierro esté disponible no s6lo
para la bacteria productora, sino también para otros individuos con receptores similares en su
membrana (comensalismo). No obstante, alternativamente, la union de hierro a sider6foros puede
inducir la falta de hierro para otras bacterias que carecen del receptor correspondiente para la
absorcion (amensalismo), provocando una deficiencia de este elemento en los otros
microorganismos que estan presentes en estas comunidades microbianas. Asi mismo, la sintesis
de estas sustancias puede estar inhibiendo el crecimiento de fitopatdgenos al secuestrar el hierro
disponible para ellos. Es decir, estos géneros bacterianos estarian actuando como bioprotectores
para las plantas presentes en estas biocostras.

Sintesis de fitohormonas

Ruta de sintesis del &cido indol-3-acético

Metabolicamente, se han registrado cinco vias principales para llevar a cabo la sintesis
biologica de AIA (Tabla 16). El AlA es sintetizado en las plantas y en bacterias a partir del ami-
noacido triptdfano. Sin embargo, existe una via alternativa en la cual se sintetiza el grupo indol a
partir de corismato (independiente de triptéfano), al cual se le une un grupo acetato en el carbono
3 del anillo inddlico para producir AlA. Las bacterias toman el triptofano presente en los exudados
de las raices de las plantas y lo metabolizan para producir AlA (Figura 16).

En este estudio se llevd a cabo la busqueda in silico de los genes implicados en cada una
de las cinco vias por las que se puede sintetizar AIA, en los géneros bacterianos Arthrobacter,
Cryobacterium, Frondihabitans, Pseudomonas, Rhodococcus y Sphingomonas.

Para la via del acido pirtvico, ninguno de los géneros estudiados posee los genes necesarios
(Tabla 11); esto probablemente se deba a que, segiin Vega et al. (2016), la ruta del indol-3-piruvato
es considerada como la principal via de biosintesis de AIA en las plantas. Aunque Vega et al.
(2016) indican que la enzima indol-3-piruvato descarboxilasa codificada por el gen ipdC ha sido
caracterizada en Pseudomonas putida y P. agglomerans, no se encontro evidencia de ésto en las
bases de datos.

La ruta del indol-3-acetamida es una de las vias mejor caracterizada en bacterias. Sin
embargo, esta ruta sélo fue encontrada en el género Pseudomonas (Tabla 12). Esto concuerda con
el trabajo de Vega et al. (2016), quien indica que Pseudomonas savastanoi y Pseudomonas
agglomerans completan dicha ruta. Aungue el gen amiE que codifica la enzima amidasa
(EC.3.5.1.4) esta presente en los generos Cryobacterium, Frondihabitans, Rhodococcus vy
Sphingomonas, estos generos no exhiben mas genes involucrados en dicha ruta. Se determiné que
ninguno de los géneros bacterianos es capaz de completar la ruta de la indolacetaldoxima (Tabla
13), aunque el género Pseudomonas exhibe el gen CYP79B1_2 que codifica laenzima 1.14.14.156.
Los resultados obtenidos coinciden con la bibliografia consultada, ya que esta via es una de las
menos conocidas y caracterizadas en bacterias. En contraste, la ruta es bastante comun en plantas
de la familia Brasicaceae (Sugawara et al., 2009). En el caso de la sintesis de AlA por la via del
indolacetaldehido, se determind que ninguno de los géneros bacterianos es capaz de completar
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dicha ruta (Tabla 14). Aunque el género Pseudomonas exhibe los genes ipdC y ALDH que
codifican las enzimas 4.1.1.74 y 1.2.1.3, no posee los genes involucrados en el paso de triptofano
hasta indol-3-piruvato por la enzima tript6fano aminotransferasa. Esto es congruente, debido a que
estas enzimas no han sido caracterizadas en bacterias, sélo en animales, plantas e incluso hongos.
No obstante, todos los géneros estudiados poseen el gen ALDH que codifica la enzima 1.2.1.3
(aldehido deshidrogenasa dependiente de NAD™). Esta enzima es una proteina esencial para el
mantenimiento celular, pues estd involucrada en rutas metdbolicas como glucolisis,
gluconeogenesis, degradacion de acidos grasos y degradacion de aminoécidos. En cuanto a via de
la triptamina, s6lo el género bacteriano Pseudomonas es capaz de completar dicha ruta (Tabla 15).
En conclusion, de los géneros bacterianos explorados, el género Pseudomonas es el Unico que
parece estar involucrado en la sintesis de AIA en estos suelos de regiones frias y por lo tanto,
pudiera estar bioestimulando el crecimiento de plantas nativas en estos ambientes. Estos datos
concuerdan con Balcazar et al. (2015), quienes encontraron en el hielo glacial del pico Humboldt
y del extinto glaciar del pico Bolivar, bacterias pertenecientes al género Pseudomonas con
capacidad de excretar AlA en condiciones de laboratorio.

Giberelinas

Las giberelinas (GA) son fitohormonas que forman parte de una gran familia de
diterpenoides. Se ha determinado que las bacterias poseen la capacidad de sintetizar dichas
sustancias, pero no se ha comprendido el rol que cumple la sintesis de giberelinas en bacterias. Sin
embargo, si se ha determinado que estas moléculas (sintetizadas o no por bacterias) funcionan
como metabolitos secundarios que desempefian un papel importante como promotoras del
crecimiento vegetal. Hasta hace muy poco no se conocia la via de sintesis de giberelinas en
bacterias. No obstante, Nett et al. (2017) proponen una nueva via de sintesis independiente en
bacterias para la produccion de GA que es distinta de la biosintesis de plantas u hongos. Aunque
los intermediarios en la biosintesis bacteriana de GA son idénticos a los de la via sin 13-
hidroxilacion que se encuentra en las plantas, las bacterias utilizan un conjunto distinto de enzimas
para catalizar las transformaciones relevantes.

El simbionte de la soya, Bradyrhizobium japonicum USDA110 (ahora clasificado como
Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110), contiene un grupo de genes codificados por un unico
operén compuesto por una isoprenoide sintasa (IDS), dos supuestas diterpeno ciclasas (CPS y KS),
tresCYP (CYP112, CYP114 y CYP117), una ferredoxina (FAGA) y una deshidrogenasa/reductasa
de cadena corta (SDRGA). La presencia de IDS y supuestas diterpeno ciclasas junto con enzimas
oxidativas, particularmente CYP, llevd a la especulacion de que este operdn esta involucrado en
la biosintesis de GA. Estas enzimas, conocidas con los nombres CYP112, CYP114 y CYP117,
parecen ser claramente de ascendencia bacteriana. Ademas, las bacterias utilizan otra enzima,
conocida como SDRca para convertir eficientemente de GA12-aldehido a GA12. Este paso es
exclusivo de la biosintesis bacteriana de GA (Nett et al., 2017).

En nuestro estudio, se determind que ninguno de los géneros estudiados completa dicha
ruta. Sin embargo, se verificd la presencia de los genes P450 (cypl17, cypll4, cypll2 y cypll5s)
para los géneros Arthrobacter, Cryobacterium, Rhodococcus, Sphingomonas y Pseudomonas. El
género Frondihabitans s6lo exhibe los genes cypl114 y cypl12.
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Aunque es evidente la presencia de estos genes, que metabolizan productos aguas abajo
del ent-kaureno, no se determind la presencia de los genes CPS y KS (los cuales s6lo han sido
caracterizados en Bradyrhizobium japonicum, Sinorhizobium fredii, Mesorhizobium loti y
Rhizobium etli) en alguno de los géneros estudiados, por lo que (segln los resultados mostrados
aqui) éstos no pueden completar esta ruta. No obstante, el gen SDRca fue determinado en los
géneros Pseudomonas y Sphingomonas. Asi mismo determinamos la presencia del gen GGPS,
involucrado en el primer paso de la reaccion, en los géneros Pseudomonas, Arthrobacter y
Sphingomonas.

De esta manera, aunque parece que Pseudomonas y Sphingomonas poseen casi todos los
genes involucrados en dicha ruta, es evidente la ausencia de los dos primeros genes (CPS y KS)
implicados en dicha via metabdlica, por lo que no parecen ser capaces de completar la sintesis de
giberelinas.

Citoquininas

Solo recientemente se ha demostrado que las citoquininas desempefian un papel importante
en la inmunidad de las plantas. Los niveles elevados de citoquininas como la trans-zeatina inducen
resistencia contra patdgenos en diferentes especies de plantas (Grof3kinsky et al., 2013).

La zeatina es una de las citoquininas mejor caracterizada en plantas. Se ha determinado
que dicha hormona es sintetizada por bacterias, las cuales pueden producirla mediante al menos
dos vias metabdlicas diferentes (Figura 17). La sintesis de novo implica la isopentenilacion directa
de AMP catalizada por dimetilaliltransferasa (DMAT), que se caracterizO por primera vez en
Agrobacterium tumefaciens (Kanehisa et al., 2023). La segunda via de produccion de citoquininas
bacterianas, fue la encontrada para todos los géneros estudiados aqui; esta via implica el recambio
de ARNt modificado por la enzima isopentenil tARN transferasa. Esta via de degradacion del
ARNTt implica la modificacion de una adenina, la cual es isopentenilada por la isopentenil tARN
transferasa, el producto del gen miaA (EC.2.5.1.75). En algunas bacterias, esta adenina modificada
se metiltiola y/o hidroxila posteriormente. Basandose en ésto, se ha planteado la hipdtesis de que
el producto (Prenil-t ARN) es isomerizado (sin accion enzimatica) y se libera como citoquinina
libre (Kanehisa et al., 2023).

No obstante, en bacterias, la cadena lateral de isopentenilo del residuo de adenina esta cis-
hidroxilada y, por lo tanto, el ribdsido de cis-zeatina y/o la metiltiolzeatina se libera tras la
degradacion del ARNt. Segun Koenig et al. (2002), este isomero es considerado biol6gicamente
inactivo como hormona vegetal, en contraste con las trans-citoquininas sintetizadas de novo.
Debido a la diferencia en estereoisomeria entre las dos vias de biosintesis de citoquininas, se ha
asumido que el recambio de ARNt hace una contribucion menor, en el mejor de los casos, al
conjunto de citoquininas de la planta.

Sin embargo, estudios recientes indican la gran importancia de la cis-zeatina en el
mantenimiento de las plantas (Spichal, 2012). El estudio de Gajdosova et al. (2011) sugiere que la
cis-zeatina se encuentran de manera ubicua en el reino vegetal y que dicha abundancia podria
correlacionarse con una estrategia de vida. Este mismo autor indica que este isOmero esta
involucrado en la regulacion de las respuestas metabolicas y fisiologias en plantas en condiciones
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limitantes del crecimiento. Otras de las funciones que pueden estar siendo mediadas por cis-zeatina
en plantas son el mantenimiento de citoquinina en estado basal, la induccion de esterilidad
masculina y la espuesta al estrés salino, sequia, calor, o estrés bidtico (Pertry et al., 2009).

Por lo tanto, la capacidad de los géneros Arthrobacter, Pseudomonas, Rhodococcus y
Sphingomonas en la sintesis de cis-zeatina resulta de enorme interés, pues podria estar
contribuyendo al establecimiento y mantenimiento de las especies de plantas en ambientes poli-
extremos, como lo es el frente glacial del pico Humboldt.

Aunque nuestros resultados no muestran la capacidad de sintetizar trans-zeatina en los
géneros estudiados, en el trabajo de Akiyoshi et al. (1987) se identificaron cepas del género
Pseudomonas productoras de trans-zeatina in vitro. Especificamente, Pseudomonas solanacearum
y Pseudomonas syringae son capaces de sintetizar trans-zeatina en niveles de hasta 1 mg/litro. Asi
mismo, Karnwal & Kaushik (2011) indican que en presencia de arroz, la produccion de trans-
zeatina es mayor para cepas bacterianas del género Pseudomonas. De igual forma, la cepa PB213-
2 de Pseudomonas savastanoi secreta zeatina (80 nanogramos por mililitro; MacDonald et al.,
1986). No obstante, estos trabajos no determinan por cudl ruta metabdlica dichas cepas producen
trans-zeatina ni el gen que codifica la enzima encargada.

Igualmente, para el género Arthrobacter, Velazco et al. (2019) indica que este género es
capaz de sintetizar dicho compuesto; sin embargo, no explica si se trata de trans o cis-zeatina. Sin
embargo, Taller & Wong. (1989) detectaron citoquininas activas en el medio y las identificaron
tentativamente como trans-zeatina. Finalmente, Donderski & Ghuchowska (2000) indican que
Arthrobacter tiene la capacidad de sintetizar trans-zeatina.

Etileno

El etileno es una de las hormonas vegetales mas importantes para el crecimiento de la
planta, ya que esta involucrado en el desarrollo en procesos tales como germinacion de las semillas,
desarrollo de pelos radiculares, nodulacion de la raiz, maduracion de los frutos, abscision y
senescencia. También es un importante mediador en la respuesta a distintos tipos de estrés, tanto
bidticos (por, ejemplo, ataque por patdégenos) como abidticos (como dafo, hipoxia, frio, sequia;
Weingart et al., 1996).

En plantas y algunas veces en bacterias, la sintesis del etileno es llevada a cabo en el
metabolismo de la cisteina y metionina, donde es sintetizado a partir de L-metionina utilizando
como intermediario de reaccion el aminociclopropano-1-carboxilato.

En esta ocasion se estudiaron los genes metK, que codifica una S-adenosilmetionina sintasa
(EC.2.5.1.6), ACS1 2 6 que codifica para la 1-aminociclopropano-1-carboxilato sintasa
(EC.4.4.1.14), la enzima aminociclopropanocarboxilato oxidasa (EC. 1.14.17.4) y la 1-
aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa (EC:3.5.99.7). Se determind que todos los géneros
estudiados, excepto Frondihabitans, completan dicha ruta y poseen, incluso, el gen de la ACC
desaminasa necesario para regular altas concentraciones de etileno en la planta. La determinacion
de laenzima EC.4.4.1.14 (segunda enzima involucrada en la ruta del etileno) codificada por el gen
ACS1 2 6 fue llevada a cabo en los géneros Arthrobacter, Sphingomonas y Rhodococcus
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utilizando la plataforma Uniprot; por lo tanto, no se tiene evidencia de la presencia de un gen
homologo al buscado. Sélo para Pseudomonas y Cryobacterium fue hallado un gen homdlogo al
estudiado (con el uso de BLAST X) arrojando la presencia de una enzima llamada aminotransferasa
de clase I/11.

Los géneros Rhodococcus (Hazarika & Thakur, 2020) Pseudomonas (Sethy et al., 2023;
Vardhan et al., 2023) y Arthrobacter (Barnawal et al., 2014) estan entre los principales géneros
bacterianos capaces de llevar a cabo la sintesis de ACC desaminasa y, por lo tanto, de degradar el
precursor de etileno (ACC), mejorando asi la respuesta de la planta a episodios prolongados de
estrés y evitando la muerte celular por acumulacién de etileno.

Con base en estos resultados, es evidente el posible rol que cumplen estos géneros
bacterianos en cuanto a la regulacion de los niveles de etileno en las raices de las plantas a las
cuales se encuentran asociados, ya que pueden estar involucrados tanto en la sintesis de etileno
como en su degradacion (Tabla 22). Por lo tanto, la actividad de estas bacterias podria estar
mediando la respuesta de las plantas a niveles intensos de estrés en la sucesion primaria en el frente
del glaciar del Humboldt.
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Conclusiones y perspectivas

Conclusiones

Las bacterias psicrofilas y psicrotolerantes se encuentran entre los principales
organismos procariotas presentes en las biocostras establecidas en el frente glacial
del pico Humboldt tras la desaparicion del glaciar.

Los géneros bacterianos Arthrobacter, Cryobacterium, Frondihabitans
Phaenarthrobacter, Pseudomonas, Sphingomonas y Rhodococcus se encuentran
entre los mas representados entre las bacterias cultivables (en nuestras condiciones
de laboratorio) a partir de las biocostras del frente glacial del pico Humboldt. El
aislamiento de varias cepas distintas de estos siete géneros bacterianos en solo dos
medios de cultivo y en condiciones restrictivas indican que las biocostras del frente
glacial del pico Humbolt son reservorios importantes de microorganismos para los
ecosistemas en formacion.

Las cepas aisladas no son solo altamente resistentes al frio, sino también al
congelamiento por periodos prolongados de tiempo.

Los procesos de solubilizacion y mineralizacion de fosforo permiten la
biodisponibilidad del fosforo en estos suelos incipientes. La participacion de
diferentes géneros bacterianos que componen la biocostra en el consorcio de
interacciones que ocurren en la interfaz suelo-planta-microorganismo podria
promover el establecimiento y crecimiento vegetal de las plantas al hacer el fosforo
disponible para ellas. Asi, los géneros Pseudomonas, Arthrobacter, Cryobacterium,
Rhodococcus y Sphingomonas pueden estar representados en estas comunidades
complejas por especies pioneras que otorgan y hacen disponible el fosforo dentro
de las biocostras y de manera general, en los suelos de este ecosistema incipiente.

Todos los géneros bacterianos estudiados aqui parecen estar contribuyendo al
ciclado del nitrogeno en este suelo incipiente, de distintas formas. Algunas de ellas
potencialmente fijan nitrdgeno molecular (Pseudomonas y Sphingomonas), otras lo
devuelven a la atmdsfera (Arthrobacter, Cryobacterium, Pseudomonas,
Sphingomonas y Rhodococcus), otras mantienen un equilibrio entre el nitrito,
nitrato y el amonio presentes en el suelo (Arthrobacter, Cryobacterium,
Rhodococcus, Pseudomonas), o simplemente lo utilizan para la sintesis de
aminoacidos esenciales (Frondihabitans). Por tanto, los géneros bacterianos
estudiados aca tienen un gran potencial como biofertilizantes en suelos desérticos
frios, donde el nitrégeno es un elemento limitante de la energética celular.

La potencialidad de la sintesis de los sider6foros pioquelina, micobactina,
vibriobactina, enterobactina, bacilobactina y mixobactina fue registrada para todos
los géneros estudiados. Los géneros Arthrobacter, Sphingomonas, Rhodococcus y
Pseudomonas poseen todos los genes involucrados para su sintesis y posterior
ensamblaje. Sin embargo, el sideréforo yersiniabactina es sintetizado por
Sphingomonas, Rhodococcus y Pseudomonas, mientras que la pioquelina no es
sintetizada por ninguno de los géneros estudiados aqui. Todo esto sugiere que las
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cepas bacterianas acé estudiadas podrian estar actuando como bioprotectores de las
plantas nativas y podrian tener esta aplicacion en cultivos de tierras frias.

De los géneros bacterianos explorados, el género Pseudomonas es el Gnico que
parece estar involucrado en la sintesis de AlA en estos suelos de regiones frias y,
por lo tanto, pudiera estar bioestimulando el crecimiento de plantas nativas en estos
ambientes.

Ninguno de los géneros estudiados completa la via de sintesis de giberelinas, pero
los géneros Arthrobacter, Pseudomonas, Rhodococcus y Sphingomonas parecen
tener la potencialidad genética de sintetizar cis-zeatina. La sintesis de cis-zeatina
puede ser de gran importancia para las especies de plantas establecidas en regiones
poli-extremas como el frente glacial del pico Humboldt, sometidas a condiciones
de alto estrés.

Se determind que todos los géneros estudiados, excepto Frondihabitans, completan
la ruta de sintesis y regulacion de etileno.

Se observo que entre los géneros analizados, el género Pseudomonas es el que
muestra una mayor versatilidad metabolica relacionada con diversas funciones
ecoldgicas y aplicaciones biotecnolégicas relevantes.

Las bacterias pertenecientes a los géneros Arthrobacter, Cryobacterium,
Frondihabitans Phaenarthrobacter, Pseudomonas, Sphingomonas y Rhodococcus
juegan un papel fundamental en las rutas metabdlicas estudiadas y podrian estar
contribuyendo a la formacion del suelo y la colonizacion vegetal en escenarios de
sucesion primaria en regiones desérticas frias.

Es importante resaltar que en algunos casos existe una inconsistencia entre las
construcciones metabdlicas obtenidas in silico para una ruta y género especificos,
y las informaciones recabadas en la literatura sobre el metabolismo real probado
experimentalmente para dicho género. Aunque no podemos estar seguros de las
causas de estas inconsistencias, podemos suponer que las diversas rutas
metabolicas en bacterias aun estan bajo investigacion, y no aparecen reportadas
exhaustivamente en la plataforma KEGG. Por lo tanto, las inconsistencias derivan
de vacios de informacion a nivel de la caracterizacion y expresion de los genes
funcionales.

Perspectivas

Evaluar mediante crecimiento a diferentes temperaturas controladas, el caracter de
psicrofilia o psicrotolerancia de las cepas bacterianas aisladas.

Completar la identificacion molecular de las cepas bacterianas no identificadas,
mediante el uso de otros cebadores oligonucleotidicos del gen ARNr 16S.

Estudiar, mediante analisis in vitro, la capacidad potencial y real de las cepas
bacterianas aisladas para cada una de las rutas metabdlicas estudiadas. Para
completar el estudio de potencialidades metabdlicas, seria imprescindible estudiar
la presencia o ausencia de los genes presentes en las cepas aisladas, con ayuda de
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la amplificacion por PCR de genes funcionales especificos. Para estudiar las
capacidades metabolicas reales, se deberian realizar pruebas biogquimicas
especificas de cada ruta.

Secuenciar el genoma completo de una seleccion de cepas bacterianas aisladas de
las biocostras del frente glacial del pico Humboldt, para llevar a cabo la
caracterizacion genética de la fisiologia poli-extreméfila de estas cepas, de sus
funciones ecoldgicas, genes de resistencia, potencialidades biotecnologicas, etc.
Con base en la secuenciacion del genoma completo de estas cepas bacterianas,
llevar a cabo su identificacion hasta el nivel de especie y la publicacion de sus
relaciones evolutivas con cepas conocidas. Altertivamente, hacer la identificacion
especifica y la distincion entre distintas cepas indistinguibles a nivel del gen ARNr
16S, mediante el uso de un enfoque multilocus, o a través de la secuenciacion de
genes utilizados en estudios filogenéticos en el interior de cada género.
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ANnexos

Tabla 6. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes involucrados en las diferentes subrutas del ciclo global
del nitrégeno. Se muestran los sustratos y productos de las enzimas codificadas por los genes nombrados, para cada
uno de los géneros encontrados en las biocostras. En algunos casos, el nombre del gen corresponde a un codigo
numérico que representa la enzima codificada por el gen. Los nombres de los géneros se resumen asi:
A=Arthrobacter, S=Sphingomonas, F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.
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Sustrato/Producto Gen A S F C R Ps

Nitrato extracelular a
nitrato intracelular nrt 0 0 0 1 1 1
NrtABCD 0 0 0 0 0 1
Nitrato a nitrito nr 0 0 0 0 0 0
narB 0 0 0 0 0 1

narG, narZ,
NXrA 1 1 0 1 1 1
napA 0 1 0 0 0 1
narG, narz,

nXrA 1 1 0 1 1 1
Nitrito a dxido nitrico nirk 0 1 0 1 1 1
Nitroalcano a nitrito ncd2, npd 1 1 0 0 1 1
NAO 0 0 0 0 1 0

Oxido nitrico a 6xido
nitroso norBC 0 1 0 0 1 1
CYPSS 0 0 0 0 0 0
Nitrito a amonio nit6 1 1 0 1 1 1
nirA 0 0 0 0 0 0
nirB 1 1 0 1 1 1
nrfA 0 0 0 0 0 1
Hidroxilamina a nitrito hao 0 0 0 0 0 0




hao

Oxido nitroso a
nitrégeno

nosZ

Oxido nitrico a
hidrazina

K20932

Hidroxilamina a amonio

R00143

hcp

Hidrazina a nitrogeno

hdh

Amonio a
hidroxilamina

PmoA-amoA

Nitrégeno a amonio

nifD

vnfD

R05186

Formamida a amonio

K01455

Nitrilo a amonio

K01501

COz a HC03

CA

Cianato a carbamato

cyns

CarbamoylP a
carbamato

arcC

Amonio a CarbomylP

cpsl

L glutamato a amonio y
viceversa

gudB, rocG

Glud1-2,
gdhA

gdhA

Amonio a L glutamina

glnA, GLUL

L glutaminaa L

gltB
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glutamato
gltl 1 1 1 1 1 0

GLU, gltS 1 1 0 0 1 0

Tabla S2. Presencia (1) o ausencia (0) de los genes involucrados en la sintesis de sideréforos para cada
uno de los géneros estudiados. Se muestran los sustratos utilizados por cada una de las enzimas codificadas por
dichos genes y sus productos. Los nombres de los géneros se resumen asi: A=Arthrobacter, S=Sphingomonas,
F=Frondihabitans, C=Cryobacterium, R=Rhodococcus, Ps=Pseudomonas.

Sustrato/ Producto Gen A S F C R Ps
Corismato a isocoris- pchA 1 1 1 1 1 1
mato
Isocorismato a salicilato pchB 1 1 0 0 1 1
Isocorismato a 2,3-dihi- entB 1 1 0 0 1 1
dro-2,3-dihidroxiben-
zoato
2,3-dihidro-2,3-dihidro- entA 1 1 0 0 1 1
xibenzoato a 2,3-dihidro-
xibenzoato
2,3-dihidroxibenzoato a dhbB 1 1 1 1 1 1

enteroquelina

3-dehidrochiquimato a AsbF 0 0 0 0 0 0
3,4-dihidroxibenzoato

3,4-dihidroxibenzoato a AsbC 0 0 0 0 0 0
(3,4-DHBA) adenilato

(3,4-DHBA) acp ashd a AsbE 0 0 0 0 0 0
3,4-DHBA citril esper-

midina
3,4-DHBA citril esper- AsbB 0 0 0 0 0 0

midina a 3,4-DHBA ci-
tril (bis) espermidina
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Espermidina a N-citril-
espermidina

AsbA

PchF

PchG

PchD

PchE

mbtA

mbtB

mbtE

mbtC

mbtD

mbtF

mbtG

Irp5

irp2

irp3

irpl

entE

dhbE

VibE

mxcE

entB

dhbB

vibB

mxcF

VibF

vibH

entF

entH

mxcG
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dhbF

mxcL
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Catalogo de fotos de colonias aisladas de biocostras del frente glacial del
Pico Humboldt.

K1= Arthrobacter sp.

K2= Sphingomonas sp.
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K3-1= Cryobacterium sp.
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K3-2= Sphingomonas sp.

K4= Arthrobacter sp.

K6= Paenarthrobacter sp.
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K7-2= Pseudomonas sp.

K10= Frondihabitans sp.
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K11= Cryobacterium sp.
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K12= sin identificar
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K13= sin identificar
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K14= Cryobacterium sp.
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K15= Arthrobacter sp.
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K16= Rhodococcus sp.
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K17= sin identificar
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K18= Sphingomonas sp.
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K19= Frondihabitans sp.
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K20= Frondihabitans sp.
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K21= Frondihabitans sp.
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K23= Arthrobacter sp.
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K24= Sphingomonas sp.
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K25= Sphingomonas sp.
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K27= Arthrobacter sp.
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K31= Pseudomonas sp.
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K32= Pseudomonas sp.
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K34= Pseudomonas sp.
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K35= Pseudomonas sp.

143



K37= Pseudomonas sp.
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