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RESUMEN

Las bacterias que habitan en ambientes extremos tienen la capacidad de sobrevivir
a condiciones extremas para la vida del hombre y poseen propiedades de reducir el estrés
biotico y abidtico en plantas, tienen un potencial agricola, fundamental para promover el
crecimiento de las plantas y controlar los fitopatogenos perjudiciales para la calidad de
los cultivos. En este estudio, se evalud la actividad de Pseudomonas aeruginosa cepa J19
y Anaerobiospirillum succiniciproducens cepa TP22 como promotores del crecimiento
vegetal y del control bioldgico de hongos fitopatdgenos y de maleza. Se utilizo métodos
para determinar las caracteristicas funcionales, la capacidad de biocontrol contra hongos
fitopatdgenos y maleza por las cepas J19 y TP22 in vitro y en condiciones de invernadero.
Las cepas J19 'y TP22 mostraron la capacidad de crecer en medio de cultivo suplementado
con 8 g/L NaCl, y suplementado con NaCl y H3BOs a concentraciones 1, 2, 4 y 8 veces
superior al agua de riego de Lluta (0,86 g/L NaCl y 114 ppm de H3zBO3). Ambas cepas
poseen propiedades promotoras del crecimiento vegetal, la cepa J19 fija nitrogeno,
solubiliza fosforo, produce auxinas, produce la enzima ACC desaminasa, produce
enzimas liticas y &cido cianhidrico (HCN). La cepa TP22 fija nitr6geno, produce proteasas
y quitinasas. Ambas bacterias promueven el crecimiento de la parte radicular de Zea mays
L. tipo amylacea (maiz “Llutefio”), e inhiben in vitro el crecimiento radial de Botrytis
cinerea, Fusarium oxysporum, Monilinia fruticola, Geotrichum candidum vy

Macrophomina phaseolina en un porcentaje mayor al 50%, a excepcion de la cepa TP22



Xii
que inhibe a Fusarium oxysporum y la cepa J19 a Macrophomina phaseolina en un
porcentaje menor al 50%. El efecto de la cepa TP22 en el crecimiento de las plantas de
maiz variedad GSS3951 en presencia de Fusarium oxysporum fue mayor que la cepa J19,
Serenade® y el control. Las cepas J19 y TP22 mostraron un efecto fitotoxico contra
Cenchrus echinatus (cadillo), inhibiendo la germinacion en un 72% y 43%,

respectivamente. Este estudio permitird desarrollar alternativas biologicas efectivas en la

agricultura de zonas aridas.

Palabras clave: Pseudomonas; Anaerobiopirillum; promotores de crecimiento vegetal,

control biolégico; Fusarium oxysporum; maleza
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ABSTRACT

Bacteria that inhabit extreme environments have the ability to survive conditions
extreme for human life and they have properties that help reduce biotic and abiotic
stress in plants, they have agricultural potencial, essential to promote the plant growth
and to control plant pathogens detrimental to crop quality. In this study, the activity
Pseudomonas aeruginosa strain J19 and Anaerobiospirillum succiniciproducens strain
TP22 was evaluated as promoters the plant growth and biological control of
phytopathogenic fungi and weeds. Methods used to determine the functional
characteristics, the biocontrol ability against phytopathogenic fungi and weeds by the
strains J19 and TP22 in vitro and under greenhouse conditions. The strains J19 y TP22
showed the ability to grow in culture medium supplemented with 8 g/L NaCl and
supplemented with NaCl and H3BO3 medium at concentrations 1, 2, 4 and 8 times
greater than the Lluta irrigation water (0,86 g/L NaCl y 114 ppm de H3BO3). Both
strains have plant growth promoting properties, the J19 strain fixes nitrogen, solubilize
phosphorus, produce auxin, produce the enzyme ACC deaminase, produce lytic
enzymes and hydrocyanic acid (HCN). The TP22 strain fixes nitrogen and produce
proteases and chitinases. Both bacteria promote the growth of the root part of Zea mays
L. var. amylacea (corn "Llutefio™), and inhibit in vitro the radial growth of Botrytis
cinerea, Fusarium oxysporum, Monilinia fruticola, Geotrichum candidum and
Macrophomina phaseolina in a percentage higher than 50%, except for the TP22 strain

that inhibits Fusarium oxysporum and the J19 strain inhibits Macrophomina phaseolina



Xiv

in a percentage less than 50%. The effect of the TP22 strain on the growth of corn
plants of variety GSS3951 in the presence of Fusarium oxysporum was greater than
the J19 strain, Serenade® and the control. The strains J19 and TP22 were shown a
phytotoxic effect against Cenchrus echinatus (cadillo), inhibiting germination by 72%
and 43%, respectively. This study would allow the development of effective biological
alternatives for agriculture in arid areas.

Keywords: Pseudomonas; Anaerobiopirillum; plant growth promoting; biological

control; Fusarium oxysporum; weeds



l. INTRODUCCION

Las termas de Jurasi y las termas de Polloquere se ubican en la Cordillera de
los Andes, en la region de Arica y Parinacota (Chile) y se caracterizan por ser sitios
que poseen una alta radiacion ultravioleta y temperaturas extremas, ademas, presentan
un alto contenido de sales y minerales (Mufioz et al., 2023). En estos sitios
geotermales se encuentran microorganismos extremofilos y extremotolerantes de gran
interés por su produccién de metabolitos (Marquez et al., 2022) que se consideran
beneficiosos para la agricultura porque contribuyen a mitigar las condiciones de estrés
biodtico y abiotico en los cultivos horticolas (Berg et al., 2014). Las condiciones de
estrés en los cultivos se deben al uso desmedido de productos agroquimicos y al
inadecuado sistema de riego que pueden causar la infertilidad de suelos reduciendo su
microbioma y la salinidad del suelo por acumulacion de carbonatos, cloruros, sulfatos,
entre otros, siendo la salinidad un problema frecuente en ambientes aridos y
semiaridos. Ademas, el uso excesivo de agroquimicos ha permitido la aparicién de
resistencias por parte de diferentes plagas a estos agroquimicos (Becquer, 2022;
Mandal et al., 2020; Mufoz, 2018; Villegas et al., 2018). Ante estos problemas se
buscan productos bioldgicos que puedan ser funcionalmente efectivos en los cultivos
de ambientes aridos y semiaridos. Estos productos biolégicos permiten lograr una
mayor productividad y una agricultura sustentable, ya que estas bacterias son capaces
de promover el crecimiento de las plantas mediante la produccion de metabolitos,

incluyendo la produccion de fitohormonas, fijar nitrdgeno elemental y solubilizar



fésforo; y a traves de la produccion de enzimas liticas que controlan organismos
patogenos perjudiciales en la agricultura, ademas de tolerar las condiciones salinas

(Benjumeda, 2017; Moreno et al., 2018).

1.1. Planteamiento del problema

La regidn de Arica y Parinacota se caracteriza por ser una region de
ambiente extremo, con suelos pobres en componentes organicos y escasos
recursos hidricos, los cuales estan influenciados por la actividad geotérmica de
la Cordillera de los Andes. Este fendmeno hace que los suelos y las aguas de
los valles de Lluta y Azapa, usados para la actividad agricola, presenten altas
concentraciones de salinidad, boro y arsénico. Ademas, estos suelos reciben
altos niveles de radiacion ultravioleta, calor y baja humedad atmosférica
(Cornejo, 2009). Por lo tanto, las bacterias que habitan en los diferentes
ambientes de esta region pueden ser consideradas extremofilas y
extremotolerantes, pudiendo algunas presentar un alto potencial para su
aplicacién en actividades agricolas para la Region Arica y Parinacota, Chile.
El uso de tecnologias basadas en microorganismos benéficos provenientes de
esta regién es limitado, y se debe considerar que los productos comerciales
actualmente muestran resultados erraticos en zonas desérticas. Este ultimo
fendbmeno se debe; a que los microorganismos de productos comerciales
fueron aislados desde sitios con condiciones edafoclimaticas disimiles a la de
la region y por ende no estan adaptados a este tipo de ambiente. Esto hace
necesario la buisqueda de microorganismos endémicos de sitios con
caracteristicas ambientales similares a las de su aplicacion, en este contexto,
bioprospectando bacterias a partir de sitios geotermales con altas

concentraciones de NaCl y boro se plante6 el estudio y uso de estos



microorganismos como potenciales para el desarrollo de productos biologicos
funcionales aplicables a condiciones aridas y semiaridas que tienen
condiciones ambientales similares al lugar de origen de las bacterias estudiadas

en este trabajo.

En los sitios geotermales de la region Arica y Parinacota, se encuentran
microorganismos extremofilos y extremotolerantes, como es el caso de
miembros de los géneros Pseudomonas Yy Anaerobiospirillum. Estos
microorganismos fueron aislados de estos ambientes y evaluados para su
aplicacion como promotores del crecimiento vegetal y del control biolégico de

hongos fitopatdgenos y maleza.

Tanto la accion promotora del crecimiento vegetal, como la actividad
controladora de hongos fitopatogenos y de maleza es llevada a cabo por
diversos metabolitos que los microorganismos del género Pseudomonas
producen extracelularmente, a nivel de la rizosfera en las plantas. Estos
microorganismos de los géneros Pseudomonas y Anaerobiospirillum, poseen
un potencial para la actividad del crecimiento vegetal que los convierten en
excelentes candidatos para el desarrollo de un nuevo bioproducto para su
comercializacion y aplicacion a nivel de los campos de cultivos vegetales en

zonas aridas y semiaridas.

En el presente proyecto se plante6 como problema de investigacion:
¢Presentardn las bacterias Pseudomonas aeruginosa cepa J19 vy
Anaerobiospirillum succiniciproducens cepa TP22 un alto potencial como
promotora del crecimiento vegetal y del control biolégico de hongos

fitopatdgenos y de maleza in vitro y condiciones de invernadero?



1.2.

1.3.

Hipotesis
Las bacterias Pseudomonas aeruginosa cepa J19 y Anaerobiospirillum
succiniciproducens cepa TP22 tienen un alto potencial de promover el

crecimiento vegetal y la capacidad de inhibir el crecimiento de hongos

fitopatogenos y de maleza.

Justificacion

En los dltimos afios, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPB) han generado un gran interés en la agricultura sostenible, puesto que
estas bacterias tienen capacidad de producir metabolitos que promueven el
rendimiento y produccidn de los cultivos vegetales (Vejan et al., 2016). Dentro
de este contexto, se han reportado bacterias miembros de los geéneros
Rhizobium, Bacillus, Azotobacter, Pseudomonas, entre otros, como

promotoras del crecimiento vegetal (Moreno et al., 2018).

Por una parte, las bacterias del género Pseudomonas son de interés para
la industria agricola debido a que promueven el crecimiento de plantas e
inhiben el desarrollo de patégenos perjudiciales como hongos, insectos y
maleza (Cesa et al., 2020). Ademas, actlan como agentes de biorremediacion,
biopolimeros y en la fabricacién de bioplasticos (Weimer et al., 2020). Por otra
parte, el género Anaerobiospirillum es de interés por su produccién de acidos
organicos utilizados en la industria alimentaria, farmacéutica, industria de
pesticidas y agricola, siendo este ultimo de menor uso del género
Anaerobiospirillum por su exiguo estudio en la agricultura (Avila, 2019;

Chialva & Griffa, 2020).



El estudio de estas bacterias promotoras del crecimiento vegetal
permitira que el grupo de investigacion en Laboratorio de Patologia Vegetal y
Bioproductos de la Universidad de Tarapacd continue estudiando la
formulaciéon de las bacterias seleccionadas y su evaluacion en campo de
cultivos vegetales en condiciones salino-boricas, a partir de los datos
obtenidos. Ademas, estas bacterias se podrian extrapolar a volimenes mayores
en biorreactores como una alternativa agroindustrial amigable con el medio

ambiente.



1.4.

Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar la actividad de Pseudomonas aeruginosa cepa J19 y

Anaerobiospirillum succiniciproducens cepa TP22 como promotores

del crecimiento vegetal y del control bioldgico de hongos fitopatdgenos

y de maleza in vitro y condiciones de invernadero.

1.4.2. Objetivos especificos

Evaluar la actividad promotora del crecimiento vegetal de
Pseudomonas aeruginosa cepa J19 y Anaerobiospirillum
succiniciproducens cepa TP22 en condiciones de invernadero.
Determinar la actividad antifingica in vitro de Pseudomonas
aeruginosa cepa J19 y Anaerobiospirillum succiniciproducens
cepa TP22 contra hongos fitopatdgenos.

Evaluar la capacidad de biocontrol de Pseudomonas aeruginosa
cepa J19 y Anaerobiospirillum succiniciproducens cepa TP22
contra Fusarium oxysporum en plantas de maiz variedad GSS3951
Syngenta en condiciones de invernadero.

Determinar la actividad antagdnica in vitro de Pseudomonas
aeruginosa cepa J19 y Anaerobiospirillum succiniciproducens

cepa TP22 contra la maleza Cenchrus echinatus (cadillo).
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Antecedentes

En Chile, Mufioz et al. (2021) describio la bacteria endofitica de raices
de plantas de orégano Pseudomonas sp. cepa S57 para la promocion del
crecimiento vegetal y biocontrol de hongos fitopatdgenos en Arica, Chile. Los
autores determinaron que la cepa S57 posee una similitud con Pseudomonas
lini, y tiene la capacidad de tolerar 8 g/L y 15 g/L de NaCl, y de 10 a 100 ppm
de Hs3BOs. Por otra parte, Pseudomonas sp. cepa S57 posee actividades
promotoras del crecimiento vegetal (PGP), ya que fijo nitrégeno, solubilizé
fosfato, produce 7,9 ug/mL de &cido indol-3-acético (IAA) y produce 24.2 psu
de sideroforos. Las plantas de tomate var. Micro—Tom tratadas con la bacteria
S57 (1 x 108 UFC) mostraron un aumento de 2,27 veces en el peso htimedo de
la parte aérea (5,35 = 1,00) y 1,33 veces en la longitud del tallo (15,7 = 1,10),
comparados a las plantas no inoculadas con la bacteria. En referencia al control
biolégico de hongos fitopatogenos, la cepa S57 inhibid el crecimiento de
Fusarium oxysporum en un 23,5%. En tanto, Botrytis cinerea, Geotrichum
candidum y Monilinia fructicola mostrd un porcentaje mayor al 50%. Ademas,
las condiciones dptimas de la cepa S57 fueron 150 rpm de agitacién, 35 °C y

pH 5,5.

En Chile, Reyes et al. (2019) describieron a las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) que promueven el crecimiento de
Solanum lycopersicum L. (tomate), y mejoran la disponibilidad de nitrogeno y
fosforo. En este estudio, se determinaron que la cepa Tmt-16 posee una
similitud con Pseudomonas gessardii (99,97%) y la cepa Hb-142 posee una
similitud con Pseudomonas marginalis (100%). La aplicacion de cepa Tmt-16

en tomate mostré un efecto positivo en el crecimiento de la raiz de la planta de



tomate en un 23,57% con respecto al control. Sin embargo, mostro un efecto
menor en la altura de la planta. La bacteria Pseudomona gessardii cepa Tmt-
16 aplicada en tomate, aumentd significativamente el contenido de nitrogeno
en el tejido vegetal en un 2,60% en comparacion al control, lo que indicaria un
potencial biofertilizante o bioestimulante. EIl uso de Pseudomonas marginalis
cepa Hb-142 mostré una disminucion de fosforo disponible en el tejido
vegetal, de entre 0,13% y 0,14%, en plantas de tomate. La eficacia de la
solubilizacion de fésforo depende de la capacidad de las bacterias para

colonizar la rizosfera y mantener su actividad bioldgica.

En India, Roychowdhury et al. (2019) realizaron el aislamiento y
caracterizacion de Pseudomonas aeruginosa cepa PGP para evaluar la
promocion del crecimiento vegetal de Brassica juncea. La bacteria resultd
positiva para la produccion de acido citrico y solubilizacion de fosfato de 4,1
+0,1; fijacion de nitrdgeno entre 3,057 + 0,34 a 7,87 + 0,34 mg L™, produccién
de sideroforos en 40% y produccion de auxina (IAA) en 78 ug/mL, ademas, de
la produccion de HCN de 256 mM y produccion de amonio de 0,380 pg mL™,
Las semillas de Brassica juncea fueron inoculadas y no inoculadas con la
bacteria, las cuales germinaron en su totalidad, sin mostrar diferencia. Las
plantas inoculadas con la bacteria mostraron un aumento en la longitud de la
raiz (6,25 cm), longitud del brote (4,9 cm) y peso hiUmedo 28% en comparacion
al control. Las semillas inoculadas presentaron mayor colonizacién bacteriana
y promocion del crecimiento vegetal en comparacion a las inoculadas en la

rizosfera.

En Pakistan, Uzair et al. (2018) realizaron el aislamiento y

caracterizacion in vitro de Pseudomonas aeruginosa cepa PS24 con actividad



promotora del crecimiento vegetal. En este estudio, determinaron que la cepa
PS24 tiene un potencial PGP, ya que tiene la capacidad de producir sider6foros,
produccién de acido indol-3-acético (IAA), solubilizar fosforo y produccion
de &cido cianhidrico (HCN). De forma adicional, la cepa PS24 inhibe el
crecimiento de Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Alternaria alternata y

Penicillium digitatum.

En Meéxico, Pacheco et al. (2015) estudié el efecto fitotoxico de
rizobacterias deletéreas sobre el crecimiento radical de Axonopus affinis
(grama brasilefia) y Lens esculenta Moench (lenteja), lo cual consistio en
caracterizar la produccién de acido cianhidrico (HCN) de Pseudomonas sp.
Ab52, que es responsable inhibir el crecimiento de plantas y el efecto inhibitorio
en plantulas Axonopus affinis y Lens esculenta Moench. Ademas,
determinaron la elongacion radicular de las plantulas de Axonopus affinis,
mostrando como resultado una disminucion en promedio del 75% del
crecimiento. Sin embargo, las plantulas de Lens esculenta Moench mostraron
una disminucion del crecimiento en promedio del 50% en comparacion al

control.

En China, Yang et al., (2014) estudiaron la actividad herbicida de
Pseudomonas aeruginosa CB-4 contra Digitaria sanguinalis mostrando un
alto potencial herbicida, el cual se basé en la inhibicion del crecimiento de la
maleza. Ademas, inhibio la germinacion de las semillas de Pennisetum
purpureum, Oryza sativa, Pisum sativa y Amaranto espinoso debido a la
presencia de quinolinay la exposicion a niveles altos de HCN. De acuerdo con
Diaz et al. (2005), el efecto bioherbicida de Pseudomonas aeruginosa cepa

PSS en maleza mostré mayor efectividad, inhibicion germinativa en semillas
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de malezas dicotiledoneas, malezas invasivas y muy poca en
monocotiledoneas. Ademas, las semillas que llegaron a germinar presentaron

un crecimiento atrofiado.

El estudio biotecnoldgico de A. succiniciproducens es exiguo, algunos
trabajos mencionan a la bacteria como productora de &cidos orgénicos que
estimulan el crecimiento de las plantas. La bacteria Anaerobiospirillum
succiniciproducens produce altas concentraciones de acido succinico y bajas
concentraciones de etanol, acido acético y acido malico, en condiciones
anaerobicas (Avila, 2019). El acido organico producido por la bacteria, se
emplean en la industria agricola, farmacéutica y en la industria de los alimentos

(Chialva & Griffa, 2020).

Marco tedrico

1.6.1. Region de Aricay Parinacota y su agricultura

La regién de Arica y Parinacota (Chile) se ubica en el extremo
norte del desierto de Atacama, y se caracteriza por ser una zona arida
de ambiente extremo, desde una perspectiva antropogénica, debido a
factores ambientales tales como la radiacion solar, temperaturas
extremas, humedad atmosférica y la escasez de agua con precipitacion
anual menor a los 3 mm/afio, la cual es originada en la Cordillera de los
Andes. La escasez de agua esta relacionada con la escasa humedad del
suelo, la capacidad de absorber el agua y evapotranspiracion de las
plantas. Sin embargo, la disponibilidad de agua en la regién de Arica 'y
Parinacota estd relacionada con la actividad hidrotermal aportando

NaCl, boro y arsénico que luego son distribuidas en cuencas
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hidrograficas (Cornejo, 2009). El agua dispuesta en los rios de los
valles de Azapay Lluta es utilizada por los agricultores en el cultivo de
tomate, maiz, cebolla, zapallo italiano, plantas forrajeras, orégano,
entre otros, siendo el tomate el producto méas destacado (ODEPA,
2020). El valle de mayor explotacion agricola es el valle de Azapa con
un 52%, debido a la disponibilidad de agua (caudal promedi6 0,705 m®
s1) y suelos de una estratificacion marcada. Ademas, los suelos son
calcareos, moderadamente alcalino, con una saturacién de bases y

porosidad adecuados para la agricultura (Aguilar et al., 2015).

Ademés, la actividad hidrotermal es caracteristica de los
sistemas geotermales, la cual se manifiesta en fumarolas, géiseres,
fuentes termales, entre otros (Lagos, 2016; Lahsen, 1976). La mayoria
de los géiseres y fuentes termales se encuentran en la Cordillera de los
Andes (Trujillo, 1974), siendo las termas de Jurasi y Polloquere de

interés para el presente estudio.

Las fuentes termales son uno de los sistemas geotermales de
mayor interés dado que poseen microbiota extremdfila que se
caracteriza por sus genes y metabolitos. Estos microorganismos
extremofilos adquieren carbono y nitrogeno mediante simbiosis con
otros organismos (Marquez et al., 2022; Mehta & Satyanarayana,
2013). Ademas, la variabilidad ambiental de su habitat permite el
desarrollo de microorganismos extremotolerantes. Por lo tanto, el
estudio de fuentes geotermales como las termas de Jurasi y Polloquere
son de interés biotecnoldgico por sus condiciones ambientales extremas

y su biodiversidad. Las termas de Jurasi estan ubicadas en la Cordillera
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de los Andes, al oeste de Putre a 4.100 msnm con agua termal que varia
de 32 °C a 65 °C y un pH neutro, con un alto contenido de boro, metales
y sales. Por otro lado, Las termas de Polloguere estan ubicadas dentro
del Monumento Natural Salar de Surire, al sureste del salar a 4.300
msnm con agua termal de hasta 75 °C y un pH de 6,8 con un alto

contenido de sales y minerales que lo rodean (Mufioz et al., 2023).

Bacterias extremoéfilas

Los extremofilos son un grupo de organismos que sobreviven
en condiciones extremas para el ser humano, de los cuales solo han sido
identificados menos del 1% y los organismos secuenciados por sus
propiedades benéficas son ain menos (Babu et al., 2015). Los
extremofilos pueden ser categorizados de acuerdo con la temperatura,
radiacion, presion, salinidad, pH, tensién de oxigeno, entre otros
parametros (Durvasula & Subba, 2018). Debido a las condiciones
fisicas y quimicas donde habitan, los extremoéfilos han adaptado sus
genes y proteinas para sobrevivir bajo estos habitats y producen
extremolitos los cuales mantienen su homeostasis y corresponden a
osmolitos organicos que protegen a las moléculas bioldgicas y células
del dafio causado por el estrés externo (Babu et al., 2015; Lentzen &
Schwarz, 2006). Los osmolitos organicos se componen de
carbohidratos, aminoacidos y derivados de polioles (Raddadi et al.,

2015).

En relacidbn a microorganismos extremotolerantes, se han

descrito diversos filos bacterianos y fungicos que son tolerantes a la
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salinidad y la temperatura, tales como los filos Actinobacteria,
Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Cianobacteria, Deinococcus,
entre otros (Gaete et al., 2022). EI mayor origen de los productos
naturales ha sido a partir de microorganismos bacterianos con un 78%,
de los cuales destacan las bacterias de los géneros Pseudoalteromonas,
Pseudomonas, Actinomicetes, Arthrobacter, Burkholderia, Moraxella,
Acidithiobacillus, Halomonas, Vibrio, Bacillus, Geobacillus, entre
otros. Estas bacterias han sido de mayor reporte por su produccién de
metabolitos que son utilizados para diversas aplicaciones
biotecnoldgicas. Dentro de los microorganismos fungicos se
encuentran el filo Ascomycota con un 22% que desarrolla bioproductos
(Ramirez et al., 2006; Velasquez et al., 2018). Estos microorganismos
extremotolerantes son utilizados en la agricultura para promover el
crecimiento de plantas, rendimiento y calidad de los cultivos horticolas
en presencia de estrés salino e hidrico. Ademas, estos microorganismos
realizan una funcion importante en la fertilidad del suelo y la
sostenibilidad agricola, reduciendo el uso de agroquimicos (Durvasula

& Subba, 2018; Mufioz et al., 2023; Shilev, 2020).

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal tienen la
capacidad de colonizar la planta para un mejor crecimiento,
rendimiento vegetal y calidad del cultivo (Moreno et al., 2018). Las
plantas proporcionan carbono reducido y otros metabolitos a las
bacterias, a la vez que estas secretan moléculas extracelulares que

estimulan el crecimiento de las plantas, tales como fitohormonas,
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enzimas, fijacion de nitrégeno, entre otros procesos (Backer et al.,
2018). Dentro de este grupo de bacterias PGP se encuentran los
géneros:  Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas, Bacillus,
Burkholderia, Microbacterium, Streptomyces, Rhizobium, entre otros

(Glick, 1995; Maier et al., 2004).

Los mecanismos de las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal son directos e indirectos. EI mecanismo directo
consiste en proporcionar a las plantas compuestos nutritivos a partir de
la sintesis de metabolitos. Sin embargo, los mecanismos indirectos se
caracterizan por ser antagénicos, dado que los metabolitos producidos
por la bacteria causan la inhibicion del crecimiento de microorganismos
perjudiciales para la planta, ademas de estimular las defensas innatas

de las plantas (Glick, 1995; Moreno et al., 2018).

La fijacién de nitrégeno es un mecanismo directo de promocién
del crecimiento vegetal. Este fendmeno ocurre mediante complejos
enzimaticos de nitrogenasa bacteriana, la cual transforma el nitrégeno
atmosférico en amoniaco mediante las proteinas dinitrogenasa y
dinitrogenasa reductasa. En este proceso de transformacion de
nitrobgeno a amoniaco requiere también de la transferencia de energia
de adenosin trifosfato (ATP) y el poder reductor unido a la cadena de

transporte electrénico (Moreno et al., 2018).

Otro mecanismo directo importante en el crecimiento de las
plantas es la solubilizaciéon de fosfatos inorganicos. Estos

microorganismos permiten que los fosfatos insolubles presentes en
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suelo puedan ser asimilados por las plantas (Moreno et al., 2018).
Dentro de los mecanismos que utilizan las bacterias para solubilizar
fosfato se incluye la secrecion de acidos como el &cido butirico,
succinico, malico, glucénico, acético, lactico y otros acidos, que son
producidos en el metabolismo de azlcares provenientes de los
exudados de las raices de las plantas. Ademas, en suelos con déficit de
fosfato, las bacterias permiten la obtencion de fosfato mediante la
enzima fosfatasa que es capaz de solubilizar fosfato por hidroélisis de

fésforo organico (Benjumeda, 2017).

Otro de los mecanismos directos es la produccion de sideréforos
por los microorganismos promotores del crecimiento vegetal. Este
mecanismo consiste en la solubilizacidn del hierro y su incorporacion
al metabolismo celular. El proceso bioquimico consiste en el transporte
y liberacion del hierro dentro de la célula, a través de reacciones de
oxido-reduccion (Camelo et al., 2011). EI complejo sider6foro-Fe (111)
es transportado a través de la membrana externa con ayuda de proteinas
receptoras. En el periplasma, las proteinas receptoras liberan
sideroforo-Fe (111) a compuestos que solo transportan hierro a través de
la membrana citoplasmatica e ingresa como Fe (Il) por proteinas
esterasas con gasto de ATP, en tanto el sideréforo es excretado al
medio. El Fe (Il) se extiende a través de la membrana por otras
proteinas transportadoras para incorporarse finalmente a las vias

metabdlicas (Canavarro et al., 2002).

Ademads de los mecanismos directos mencionados

anteriormente, se encuentra la sintesis de fitohormonas que
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desempefian un papel importante como estimulante del crecimiento y
desarrollo de las plantas, tales como auxinas, giberelinas, citocininas y
acido abscisico. La auxina es una de las fitohormonas mas reportadas
debido a su efecto en la formacidn de dominios apicales, diferenciacion
vascular y el desarrollo de érganos. Dentro de las bacterias productoras
de auxina se encuentran los géneros Azotobacter, Pseudomonas,
Bacillus, entre otros. La sintesis de auxinas en bacterias esta
relacionada con tres vias metabdlicas que tienen como precursor al
triptofano. La primera via es la del acido indol-3-piravico presente en
la mayoria de los microorganismos, la segunda via metabolica es la
formacion de triptamina a partir de la conversion de triptéfano en indol-
3-acetico aldehido y como dltima via metabdlica se encuentra la via
indol-3-acetamida presente en bacterias fitopatdgenas (Camelo et al.,

2011, Tsavkelova et al., 2006).

Otra de las fitohormonas producida por bacterias epifitas y
rizosféricas son las giberelinas, las cuales aumentan el crecimiento de
los tallos y detienen el estado de latencia de las semillas (Tsavkelova et
al., 2006). Estas hormonas son sintetizadas por tres enzimas,
denominadas terpeno ciclasa, citocromo P450 monooxigensa y la
dioxigenasas. Otra de las fitohormonas de menor estudio en
microorganismos bacterianos (rizobacterias) son las citocininas que
derivan de los aminos purinas (zeatina), capaces de regular los procesos

de la division de las células vegetales (Camelo et al., 2011).

Otro de los mecanismos directos se encuentra la actividad de la

enzima ACC desaminasa, la cual es importante para mitigar las
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concentraciones de etileno y aumentar la disponibilidad de amonio
como una fuente de nitrégeno para mejorar la nutricion de las plantas e
incrementar su proliferacion en las raices (Esquivel et al., 2013). La
disminucion de los niveles altos de etileno consiste en disminuir el
contenido de etileno 1-aminociclopropano—1- carboxilato (ACC) en
las plantas. La disminucion de niveles de etileno se realiza a partir de
la accion enzima ACC sintasa que transforma S-adenosil-L-metionina
a ACC. ElI ACC puede ser exudado por la planta y absorbido por la
bacteria e hidrolizado por la enzima ACC desaminasa a amonio como
fuente de nitrogeno y alfa—cetobutirato como fuente de carbono (Glick

et al., 1998).

Por otra parte, entre los mecanismos indirectos es la produccion
enzimas liticas, las cuales reducen los efectos perjudiciales de
fitopatdgenos en el crecimiento y desarrollo de la planta. La reduccion
de fitopatdgenos implica la sintesis de enzimas liticas como son las
quitinasas, celulasas, proteasas, lipasas y 1,3-glucanasas, las cuales
pueden lisar la pared celular de hongos fitopatdgenos (Benjumeda,
2017; Vejan et al., 2016). Ademas, tiene la capacidad de degradar la
materia organica de origen vegetal o animal. Esta materia organica se

utiliza para la nutricion de la planta (Osorio, 2009).

Otro mecanismo indirecto es la produccion de acido cianhidrico
(HCN) que tiene la capacidad de suprimir el crecimiento de malezas
(Kundan et al., 2015). EI HCN es un compuesto volatil producido por
bacterias del genero Bacillus y Pseudomonas, el HCN es conocido por

alterar la cadena respiratoria (Karimi et al., 2012).
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1.6.4. Control biolégico de hongos fitopatogenos

El control biolégico consiste en la evaluacion de agentes o
metabolitos biolodgicos antagonicos que suprimen una poblacién de
patdgenos (Tangarife, 2021). Ademas, los agentes biocontroladores
bacterianos son capaces de inducir las defensas innatas de las plantas
para la disminucion o inhibicién de microorganismos fitopatdgenos
presentes en la planta, mediante la produccion de elementos
antimicrobianos, produccién de enzimas liticas y produccion de
sider6foros que secuestran el hierro de los suelos limitando el
crecimiento y presencia de microorganismos fitopatégenos. (Moreno et

al., 2018).

Un agente biocontrolador bacteriano mas relevante es Bacillus
subtilis, el cual se presenta como producto comercial Serenade®. Esta
bacteria controla hongos patdgenos del suelo o enfermedades foliares,
tales como Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Aspergillus spp.,
Cercospora spp., Phytophthora spp., Alternaria spp., Oidium spp.,
entre otros (Tangarife, 2021). Otro agente de control bioldgico es
Pseudomonas sp. que inhibe el desarrollo de hongos fitopatdgenos en
condiciones limitantes de hierro, incluyendo hongos fitopatdgenos
como Fusarium oxysporum, Colletotrichum lindemuthianum,
Phytophthora cinnmomi, entre otros. EI mecanismo de accion de
bacterias del género Pseudomonas ocurre mediante la produccién de
antibioticos como la pirrolnitrina, 2,4-diacetilfloroglucinol, piocianina,
acido fenacin-1-carboxilico, ademas, de la produccién de compuestos

organicos volatiles, produccion de sideréforos y bacteriocinas. La
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sintesis de estos metabolitos secundarios suprime el crecimiento de
patogenos de raiz, limitando el hierro disponible para el patogeno

(Santoyo et al., 2010).

Control biol6gico de maleza

En la agricultura, las malezas son aquellas plantas que
perjudican el desarrollo y rendimiento del cultivo, obteniendo los
nutrientes, luz y humedad del suelo que podrian ser para el cultivo.
Ademas, las précticas agricolas de control de las malezas demandan
atencion permanente para el agricultor y son menos eficientes

(Martinez, 1990).

El control biolégico es un método importante para las
necesidades de la agricultura y el manejo de maleza. Este método se
refiere a la aplicacién de bioherbicida para el control de maleza de
forma inmediata (Harding & Raizada, 2015). El uso de
microorganismos controladores de maleza son eficientes, econdmicos
y amigables con el ambiente (Norambuena, 1995). Ademas, el uso de
estos microorganismos biocontroladores indica una disminucién de la
poblacién de maleza, reduce los riesgos de resistencia a los herbicidas
y poseen baja toxicidad (Bailey, 2014). Los microorganismos
comunmente utilizados son hongos, bacterias y virus. Dentro de los
géneros flngicos se encuentran representantes de los géneros Phoma y
Sclerotinia, y dentro de las bacterias estdn miembros de los géneros

Xanthomonas y Pseudomonas. En cambio, el uso de virus como control
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de maleza puede ser inapropiado debido a la variabilidad genética y

falta de especificidad del huésped (Harding & Raizada, 2015).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal como las
bacterias del género Pseudomonas y Bacillus son eficaces para el
control biolégico de maleza, estas bacterias producen metabolitos
secundarios como el &cido cianhidrico (HCN) que inhibe la cadena de
transporte de electrones y el suministro de energia a la célula causando

muerte celular (Kundan et al., 2015).



1. MATERIAL Y METODO
2.1. Materiales
2.1.1. Material bioldgico

Se emplearon dos cepas bacterianas, Pseudomonas aeruginosa
cepa J19 y Anaerobiospirillum succiniciproducens cepa TP22, las
cuales son parte de la coleccion de bacterias del proyecto Fondecyt de
Iniciacion N° 11200093 del Laboratorio de Patologia Vegetal y
Bioproductos, de la Universidad de Tarapacd, Arica, Chile. Los hongos
fitopatogenos empleados fueron Fusarium oxysporum, Botrytis
cinerea, Geotrichum candidum, Macrophomina phaseolina y
Monilinia fructicola, las cuales son parte de la coleccion de
fitopatdgenos del mismo laboratorio. La maleza empleada fue
Cenchrus echinatus. Otros materiales empleados como hospedante

fueron Zea mays L. (maiz Llutefio) y Zea mays variedad GSS3951.
2.1.2. Reactivos

- Acido borico (HsBO3)

- Acido perclérico (HCIO4)

- Acido clorhidrico (HCI)

- Acido etilendiaminotetraacético de hierro, Fe EDTA

- Acido picrico (CeH20H(NO,)3)
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Agar carboximetilcelulosa (CMC)

Agar - Agar

Agar papa dextrosa (PDA)

Azul de bromotimol

Azul de tripano

Biotina

Carbonato de sodio (Na.COs)

Chrome Azurol S (CAS)

Cloruro de calcio (CaCly)

Cloruro de calcio dihidratado (CaCl>.*2H20)
Cloruro de cobalto (CoCly)

Cloruro de hierro (FeCls)

Cloruro de potasio (KCI)

Cloruro de sodio (NaCl)

Etanol 96°

Extracto de levadura

Fosfato de potasio dibasico (K2HPO4)

Fosfato de calcio (Caz(POa4)2)

Fuente de carbono (L-Asparagina, D-Glucosa, D-Galactosa, D-
Celobiosa, D-Melibiosa, D-Fructosa, D-Ramnosa, D-Rafinosa, D-
Manitol, D-Sorbitol, D-Inositol, Lactosa, Sacarosa)
Gel de agarosa

Glicerol

Glicina

Hidrolizado de caseina
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Hidrdxido de potasio (KOH)

Hipoclorito de sodio 5%

Kit central Taq PCR (QIAGEN)

Kit microbiano DNAeasy UltraClean (QIAGEN, Germantown,
Maryland, USA)

Leche descremada

Molibdato de sodio dihidratado (Na2MoQO4 *2H0)
Peptona

Peptona de caseina, Triptona

Pyridoxal HCI

Quitina

Reactivos de CTAB-PVP-Silica

Reactivos para tincion Gram (Cristal violeta, Lugol, Etanol y
Safranina)

Sulfato de amonio ((NH4)2S04)

Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4 *5H,0)
Sulfato de hierro (FeSOa)

Sulfato de magnesio (MgSQa)

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4 *7H20)
Sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4*7H,0)
Tampén TAE

Tween 80

Urea
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Equipos

- Autoclave

- Agitador magnético

- Balanza analitica

- Camara de flujo laminar

- Centrifuga

- Contador de colonias manual

- Equipo multiparametro

- Espectrofotometro

- Estufa

- Incubadora de laboratorio con agitador
- Microscopio optico

- Microscopio estereoscopio trinocular
- Refrigerador

- Set de micropipetas

- Sistema de electroforesis

- Termoblock

- Termociclador

- Vortex

Material de vidrio y otros

- Camara de Howard
- Cubetas de cuarzo para espectrofotometro
- Espatula de Drigalski

- Frascos de vidrio de 500 mL y 1000 mL
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- Laminas portaobjetos y cubreobjetos

- Matraces de Erlenmeyer de 250 mL y 500 mL

- Placas de Petri

- Probeta de 250 mL

- Tubos de ensayo de 5 mL

- Vaso precipitado de 1 L, 500 mL y 200 mL

- Algodon hidrofébico

- Asade Kolle

- Barra agitadora magnética

- Gradilla para tubos de 15 mL y 50 mL

- Guantes de nitrilo de Talla S

- Jeringade 1 mLy 10 mL

- Papel aluminio y Papel filtro

- Parafilm “M”

- Pizeta

- Puntas amarillas para micropipeta de 2 a 200 pL
- Puntas azules para micropipeta de 100 a 1000 pL
- Sacabocado de metal

- Tubos Eppendorfde 1,5 mLy 0,5mL

- Tubos Falcon de 15 mL y 50 mL

2.1.5. Material de invernadero y fungibles

- Macetero de plasticode 5Ly 11 L
- Turba fardo 300 L y vermiculita saco 100 L

- Marcadores permanentes y cuaderno universitario de 100 hojas
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Disefio de la investigacion

Se desarroll6 una investigacion experimental para llevar a cabo los

objetivos especificos planteados. El andlisis estadistico de los datos obtenidos

se realiz6 utilizando Microsoft Excel 2016.

2.2.1.

2.2.2.

Evaluacion de la actividad promotora del crecimiento vegetal de P.
aeruginosa cepa J19 y de A. succiniciproducens cepa TP22

En esta evaluacion se empled el disefio completamente
aleatorizado, que tuvo 4 tratamientos: T1 (Cepa J19), T2 (Cepa TP22),
T3 (Producto comercial BacNorte) y T4 (Control), con 15 repeticiones
en cada tratamiento. Los datos fueron sometidos a un anélisis de varianza
ANOVA vy se aplico la prueba de Tukey p<0,05 para determinar

diferencias estadisticas entre los tratamientos.

Evaluacién in vitro de la actividad antifingica de P. aeruginosa cepa
J19 y de A. succiniciproducens cepa TP22

Se empled el disefio completamente aleatorizado, que tuvo 15
tratamientos: T1 (F. oxysporum/ cepa J19), T2 (F. oxysporum/ cepa
TP22), T3 (F. oxysporum), T4 (B. cinerea/ cepa J19), T5 (B. cinerea/
cepa TP22), T6 (B. cinerea), T7 (G. candidum/ cepa J19), T8 (G.
candidum/ cepa TP22), T9 (G. candidum), T10 (M. phaseolina/ cepa
J19), T11 (M. phaseolina/ cepa TP22), T12 (M. phaseolina), T13 (M.
fructicola / cepa J19), T14 (M. fructicola / cepa TP22), T15 (M.

fructicola) con 3 repeticiones en cada tratamiento.
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Evaluacion de la capacidad biocontroladora de P. aeruginosa cepa
J19 y de A. succiniciproducens cepa TP22 contra Fusarium
oxysporum de las plantas de Zea mays

El disefio utilizado fue el completamente aleatorizado, que tuvo
4 tratamientos: T1 (Cepa J19), T2 (Cepa TP22), T3 (Producto comercial
Serenade®) y T4 (Control), con tres repeticiones en cada tratamiento.
Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza ANOVA y se aplico
la prueba de Tukey p<0,05 para determinar diferencias estadisticas entre

los tratamientos.

Evaluacién in vitro de la actividad biocontroladora de P. aeruginosa
cepa J19 y de A. succiniciproducens cepa TP22 contra la maleza
Cenchrus echinatus

Se utilizo el disefio completamente aleatorizado, que tuvo 3
tratamientos: T1 (Cepa J19), T2 (Cepa TP22) y T3 (Control). En cada
tratamiento se utilizaron 60 semillas de Cenchrus echinatus. Los datos
fueron sometidos a un analisis de varianza ANOVA y se aplicé la prueba
de Tukey p<0,05 para determinar diferencias estadisticas entre los

tratamientos.
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Variable

Definicion

Indicadores

Independiente

1 x 108 UFC de P.
aeruginosa cepa J19 y

1 x 10% UFC de A.
succiniciproducens

cepa TP22

Bacterias

aisladas de
las Termas
de Jurasi y
Polloquere

Caracterizacion e identificacion de la
bacteria mediante amplificacion y
secuenciacion del gen ARNr 16S

Dependiente

Capacidad promotora del crecimiento

vegetal.

Produccion de auxinas, solubilizacion
de fosfato, fijacion de nitrégeno,
produccion de quitinasas, produccion
de proteasas, produccién de lipasas,
produccion de celulasas produccion
de sideroforos, produccion de la
enzima ACC desaminasa, produccion
de HCN vy tolerancia de las bacterias a
sal y boro.

Medicién de la altura de planta.

Cuantificacion de hojas.

Produccién de biomasa en peso fresco
y seco del follaje y raiz.

Capacidad de biocontrol

contra hongos
fitopatdgenos

Inhibicion in vitro del crecimiento
radial de Fusarium oxysporum,
Botrytis cinerea, Geotrichum
candidum, Macrophomina phaseolina
y Monilinia fructicola.

Control de Fusarium oxysporum en
maiz variedad GSS3951 Syngenta.

Capacidad de
biocontrol contra

maleza

Indice germinativo residual de
Cenchrus echinatus.

Elongacion radicular residual de
Cenchrus echinatus.
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Poblacion y muestra

2.3.1.

2.3.2.

Poblacién

La poblacion estuvo compuesta de 45 cepas bacterianas que
pertenecen a la Coleccion de Cultivos Microbianos del Laboratorio de
Patologia Vegetal y Bioproductos de la Facultad de Ciencias
Agrondmicas, Universidad de Tarapacé (Anexo 1), procedentes de las
Termas de Jurasi (S 18° 12" 36.0"", O 69° 30" 35.5"") y Polloquere (S

18° 54" 48", O 68° 59" 557"), Regidn de Arica y Parinacota, Chile.

Muestra

Estuvo constituida por las cepas bacterianas Pseudomonas
aeruginosa cepa J19 y Anaerobiospirillum succiniciproducens cepa
TP22 seleccionadas, de la coleccién microbiana, en base a que tenian
como registro de caracteristicas tolerancia a condiciones salino —
boricas y la produccion de metabolitos que estimulan el crecimiento

vegetal y el control de fitopatdgenos.

Métodos

24.1.

Reactivacion de las bacterias

Las cepas Pseudomonas aeruginosa cepa J19 vy
Anaerobiospirillum succiniciproducens cepa TP22 fueron reactivadas
en los medios de caldo cultivo King’s B y caldo nutritivo,
respectivamente, fueron incubados hasta que se observé crecimiento

bacteriano. Se realizaron tincién de Gram, pruebas de oxidacion y
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fermentacion en medio O/F para comprobar que el cultivo estuviera

axénico.

Para corroborar el nombre cientifico de las cepas J19y TP22 se
realizo la identificacion molecular, se extrajo el ADN de las bacterias
empleando el kit microbiano DNeasy UltraClean y el método de
CTAB-PVP-Silica (Huanca et al., 2015). EI ADN gendmico se observo
en gel de agarosa al 1% preparado en tampon TAE 1X. Se amplifico
el gen del ARNr 16S mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), para lo cual se emplearon cebadores especificos de bacterias
27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 1492R (5’-CTACGG
CTACCTTGTTACGA-3’) (Frank et al., 2008). La mezcla de reaccion
contuvo 1,0 U Taq ADN polimerasa, 200 uM de cada desoxinucledtido
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP), tampdn de reaccion 1X, 0,75 mM de
MgCl> y 0,5 mM de cada cebador (Mufioz et al., 2017). La PCR
consistio en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 minutos y
40 ciclos: 95 °C durante 45 s, 55 °C durante 45 sy 72 °C durante 45 s.
Se incluyé un paso final de elongacion de 72 °C durante 10 minutos.
Las reacciones de amplificacion se realizaron en un Veriti™
Termociclador de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific). Los
productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1,0%. La
secuenciacion fue realizada por Macrogen, Seul, Republica de Corea.
El secuenciado se editd6 manualmente utilizando el software
ChromasPro para eliminar bases de baja calidad (Mufoz et al., 2023).
Las secuencias parciales fueron comparadas con GenBank empleando

el software BLAST 2.13.0 (Altschul et al., 1990).
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2.4.2. Caracterizacion funcional

Produccion de sideroforos. La produccion de sideroforos se
determind mediante el método Chrome Azurol S (CAS) descrito
por Schwyn & Neilands (1987), en el que 200 uL de sobrenadante
bacteriano se mezcl6 con 200 pL de solucion CAS. Posterior a los
20 minutos, la formacién de un color naranja a partir del color azul

indico produccién de siderdforos.

Produccion de auxinas. La produccion de acido indol-3-acético
(IAA) fue determinada por el método colorimétrico de Salkowski
(Ehmann, 1977). El sobrenadante bacteriano se mezclé con el
reactivo de Salkowski en una proporcion de 1:1. Posterior a los 5
minutos, la formacion de un color rojo a partir de color amarillo es

indicativo de la produccién de 1AA.

Solubilizacién de fosfato. Se utiliz6 medio so6lido de Pikovskaya
(PVK) para determinar la solubilizacion de fosfato inorganico de
acuerdo con lo descrito por Pikovskaya (1948). La aparicion de una
zona transparente alrededor de las colonias bacterianas sobre un
fondo blanco después de la incubacién es indicativa de la

solubilizacién del fosfato.
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Fijacion de nitrogeno. Se utilizd medio semisolido NFb para
detectar la capacidad de fijar nitrégeno por cada bacteria aislada de
acuerdo a lo descrito por Rodriguez (1982). La fijacidn de nitrogeno
fue determinada por la formacion de una pelicula blanquecina sub-
superficial "similar a un velo™ después de la incubacion de 7 dias a

una temperatura ambiente.

Produccion de quitinasas. La produccion de quitinasas se
determind en medio agar quitina coloidal, pH 7,0 de acuerdo a lo
descrito por Verma & Garg (2019). Se inoculé la bacteria en el
medio y se incubd por 7 dias a temperatura ambiente. Un halo
transparente en un fondo blanco es indicativo de presencia de

quitinasas.

Produccion de proteasas. La actividad de proteasa fue
determinada en agar leche descremada de acuerdo a lo descrito por
Vijayaraghavan & Vincent (2013). La actividad proteolitica
aparece como una zona transparente en un fondo blanco después de

la incubacion de 48 horas a temperatura ambiente.

Produccion de lipasas. Los microorganismos aislados fueron
inoculados en placas de agar Tween 80 suplementadas con 0,1 g/L
de CaCl, segun el protocolo descrito por Slifkin (2000). La
presencia de un halo blanco alrededor del microorganismo es

indicativa de la produccion de lipasa.
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Produccion de celulasas. Los microorganismos aislados fueron
inoculados en agar CMC e incubados por cinco dias a temperatura
ambiente. Luego de la incubacion, se agrego solucion de Rojo de
Congo al 0,1% hasta cubrir la totalidad de la placa durante 20
minutos y luego se retird el exceso. Posteriormente, se lavaron con
una solucion NaCl 1M de acuerdo a lo descrito por Ramirez
(2017).. La presencia de un halo transparente en un fondo rojo es

indicativa de la produccion de celulasa

Actividad de la enzima ACC desaminasa. La actividad de la ACC
desaminasa se midié cultivando bacterias con 3 mM de ACC
(Merck) como Unica fuente de nitrégeno de acuerdo a lo descrito
por Gaete et al. (2020), el crecimiento de la bacteria se considerd

como positivo para la produccion de ACC desaminasa.

Produccion de HCN. La produccion de HCN se determind de
acuerdo a la metodologia descrita por Schippers et al. (1990). Se
utilizo tiras de papel filtro humedecido con solucidn picrato (&cido
picrico al 0,5% en una solucion de carbonato de sodio al 2%),
fijados en la tapa de la placa de Petri, y la base contiene el cultivo
de césped en medio King’s B modificado con 4,4 g de glicina e
incubado a 28 °C. Un cambio de color de amarillo a naranja —

marron del papel en 48 horas fue indicativo de produccion de HCN.
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Tolerancia de las bacterias a sal y boro

La tolerancia de la bacteria Pseudomonas aeruginosa cepa J19
y Anaerobiospirillum succiniciproducens cepa TP22 a condiciones
salinas fue determinada utilizando medio liquido King's B
suplementado con 0 — 30 g/L de NaCl. La tolerancia del boro fue
determinada utilizando medio King“s B con 0 — 300 ppm de H3BO:s. La
mezcla consiste en medio King’s B suplementado con 0,86 g/L NaCl y
114 ppm de H3BO3 (1X) que es similar a las caracteristicas del agua de
riego de Lluta. Ademaés, el medio se aumento 8 veces su concentracion
sobre el agua de irrigacion del rio Lluta, para determinar la tolerancia
de la bacteria bajo condiciones extremas de agua de la region. Para la
medicion del crecimiento bacteriano se tomé una alicuota de 1,5 mL y
se medi6 el aumento de célula de la densidad dptica a 600 nm (ODsoo)
usando un espectrofotometro (Mufioz et al., 2021; Torres & Acevedo,

2008).

Optimizacion de las condiciones de cultivo y determinacion de la

curva de crecimiento bacteriano 6ptimo

A partir de las dos bacterias seleccionadas se realiz6 la
optimizacion del crecimiento bacteriano para obtener cantidades
consistentes de celulas bacterianas, por la cual se modifico la agitacion
(0 rpm, 50 rpm, 100 rpm, 150 rpm y 200 rpm), la temperatura (25 °C,
30 °C,35°Cy40°C)yel pH (50 a 8,0) (Anexo 7). Se realiz6 una
curva de crecimiento tomando alicuotas de 1,5 mL de medio de cultivo

inoculado con cada bacteria seleccionada. El crecimiento bacteriano se
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evalué mediante el aumento de la ODgoo usando un espectrofotometro.
Se realiz6 experimentos en matraz hasta la fase estacionaria y un
volumen final de 200 mL. El efecto de estas se obtuvo mediante curvas
de crecimiento y calculando el tiempo generacional (g) y la tasa de
crecimiento microbiano (), el tiempo generacional se determind de la
ecuacion: g = Log 2 / m, donde m es la pendiente de la recta, la cual se
obtiene a partir de valores de absorbancia y el tiempo de incubacion
durante la fase de crecimiento exponencial del microorganismo. La tasa
de crecimiento se determino con la ecuacion: 4 = 1/g, donde g es el
tiempo generacional, con la finalidad de obtener parametros optimos.
A partir de los pardmetros 6ptimos se realizo la curva de crecimiento y
este es comparado con la curva de crecimiento con parametros no
Optimos como temperatura ambiente, sin agitacion y pH neutro (Mufioz

etal., 2021).

Evaluacion de la actividad promotora del crecimiento vegetal de
Pseudomonas aeruginosa cepa J19 y de Anaerobiospirillum

succiniciproducens cepa TP22 en Zea mays L. (maiz “Llutefio”)

La evaluacion de PGP se realiz6 en plantas de Zea mays L. tipo
amylacea (maiz “Lluteno”), cuyas semillas poseen denominacion de
origen. Las semillas de maiz “Llutefio”, fueron desinfectadas con etanol
al 95% durante 2 minutos, hipoclorito de sodio al 2% durante 2 minutos
y etanol al 70% durante 2 minutos. Posteriormente, se realizaron tres
lavados con agua destilada esterilizada durante 2 minutos cada vez. Las
semillas germinadas fueron transferidas a una cdmara himeda estéril y

oscura. Luego de la germinacién, las plantulas de Zea mays L. tipo
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amylacea (maiz “Llutefio”) fueron transferidas a macetas (50% de turba
y 50% de vermiculita) y se mantuvieron en un invernadero. Se aplicd
cada tratamiento una semana antes del trasplante y al momento de
trasplante de las plantulas. Las plantulas de maiz “Llutenio” fueron
inoculadas con cada tratamiento una vez a la semana durante un mes en
la base del tallo, usando una concentracion de las bacterias J19 y TP22
de 1 x 108 UFC. Como control se utiliz6 plantulas de maiz tratadas solo
con agua. Las plantas fueron regadas diariamente con agua de riego del
Valle de Azapa (conductividad eléctrica > 1 dS/m). El efecto de estas
se midid obteniendo el peso fresco y seco de la parte aérea y de la raiz.

Ademas, se midio la altura de planta y se cuantifico el nimero de hojas.

Evaluacion in vitro de la actividad antifungica de Pseudomonas
aeruginosa cepa J19 y de Anaerobiospirillum succiniciproducens

cepa TP22

El ensayo de inhibicidn del crecimiento in vitro de los hongos
fitopatdgenos se realizd en placas de agar papa dextrosa (PDA),
utilizando los hongos fitopatdgenos Fusarium oxysporum, Botrytis
cinerea, Geotrichum candidum, Macrophomina phaseolina y
Monilinia fructicola. Los hongos fueron sembrados en el centro de la
placa y se inocul6 15 pL de las bacterias en pocillos que rodean al
hongo de acuerdo a lo descrito por Sepulveda et al. (2020). Como
control se utiliz6 placas con el hongo solo en el centro. La inhibicion
del crecimiento micelial radial (IMRG) del hongo se calcul6 usando la

ecuacion:
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(C-T)
IMRG =[] 100

Donde: C es el radio de crecimiento del hongo en placa de
control y T es el radio de crecimiento del hongo en tratamiento (Gaete

et al., 2022; Muiioz et al., 2021).

Evaluacién de la capacidad biocontroladora de Pseudomonas
aeruginosa cepa J19 y de Anaerobiospirillum succiniciproducens

cepa TP22 contra Fusarium oxysporum de las plantas de Zea mays

Para determinar el efecto biocontrolador de las bacterias cepa
J19 y TP22, se realiz6 un experimento en macetas con plantas maiz
variedad GSS3951 (Syngenta®). Las plantulas fueron trasplantadas en
macetas al momento de aparecer la primera hoja verdadera. Luego de
10 dias del trasplante se incorpord el hongo fitopatdgeno Fusarium
oxysporum. Para la inoculacion de plantas de maiz se aplic6 a cada
planta 1 mL de suspension de conidias ajustada a 1 x 10° conidios/mL.
Para ello se realizé el recuento de esporas con la cdmara de Howard
con una suspension de esporas que se obtuvo a partir del hongo en
estudio crecido en PDA con aproximadamente 14 dias. La remocion de
esporas se realizé adicionando 5 mL de suero fisioldgico estéril a la
placa de Petri. Las plantas infectadas fueron tratadas con las bacterias
de estudio y el producto comercial en los dias 5, 15 y 25 después del

trasplante. La concentracion de la cepa J19 y TP22 fueron 1 x 10° UFC.

Por ultimo, se realiz6 el reaislamiento a partir de muestras de

aproximadamente 1 cm de tallos con sintomas de pudricion, luego se
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desinfecto con etanol al 96°, cloro al 2%, etanol 70° con 2 minutos por
cada una de las soluciones y se lavaron con agua destilada estéril por 2
minutos. Se colocaron los fragmentos del tallo en placas de Petri con el
medio agar papa dextrosa (PDA) e incubaron a temperatura ambiente.
Luego se realizé una resiembra para la obtencién del hongo (Fusarium
oxysporum) por un periodo de catorce dias, luego se realizo la tincion

con azul de tripano para observar microscopicamente (Anexo 5).

Evaluacion in vitro de la actividad biocontroladora de Pseudomonas
aeruginosa cepa J19 y de Anaerobiospirillum succiniciproducens

cepa TP22 contra la maleza Cenchrus echinatus

El ensayo in vitro se realiz6 con la inhibicion germinativa de la
maleza Cenchrus echinatus (cadillo) en cdmaras himedas. Las semillas
de maleza fueron desinfectadas con etanol al 95% durante 2 minutos,
hipoclorito de sodio al 2% durante 5 minutos, etanol al 70% durante 2
minutos, luego se realizé los tres lavados con agua destilada esterilizada
durante 2 minutos cada vez. Posteriormente, las semillas fueron
sembradas en placas de Petri con medio PDA e incubadas por 48 horas.
Pasado el tiempo se unio las bases de las placas de Petri de las semillas
de maleza en medio PDA vy la placa de Petri que contiene los indculos
de las bacterias cepa J19 y cepa TP22, las cuales fueron sembradas
previamente por agotamiento en medio King's B suplementado con
glicina. Las placas fueron selladas con Parafilm e incubadas a 28 °C

por 92 horas més. El efecto toxico de la bacteria contra la maleza se
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determind mediante el indice del porcentaje de germinacion residual

normalizado (IGN) y de elongacion radical residual normalizado (IER).
El IGN se determin6 mediante la ecuacion:

IGN = (Germx - GermTestigo)

GermTestigo

Donde: Germ, es el porcentaje promedio de semillas
germinadas en presencia del indculo bacteriano y Germrestigo €S el

porcentaje de semillas germinadas sin inocular.

El IER se determind mediante la ecuacion:

(Elongx - ElongTestigo)

IER =
ElongTestigo

Donde: Elong_es la longitud promedio de la radicula de las

semillas germinadas en presencia del in6culo bacteriano y ElongTestigo
es la longitud promedio de la radicula de las semillas germinadas sin

inocular.
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I11.  RESULTADOS

Reactivacién de las bacterias

La cepa J19 mostré células en forma baston recto Gram negativos, y la
cepa TP22, asociaciones de dos células en forma de baston recto Gram
positivos y negativos. La cepa J19 produjo &cidos a partir de D-glucosa y D-
galactosa como fuente de carbono. La cepa TP22 produjo &cidos a partir de D-
glucosa, D-celobiosa, D-rafinosa, D-manitol, D-sorbitol, sacarosa y lactosa

como fuente de carbono (Tabla 2).

Caracterizacion funcional de las bacterias

La cepa J19 fijo nitrogeno, solubiliz6 fosfato, produjo sideroforos,
auxinas y la enzima ACC desaminasa y produjo HCN también produjo las
enzimas proteasas, celulasas y lipasas que le permite degradar proteinas,
celulasa y lipidos, respectivamente. La cepa TP22 fijo nitrogeno y produjo las
enzimas proteasas y quitinasas, que le permite degradar proteinas y quitina

(Tabla 3).
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Caracteristicas microbiolégicas de P. aeruginosa cepa J19 y de A.

succiniciproducens. cepa TP22

Caracteristicas Cepa J19 Cepa TP22
Afiliacion Pseudomonas Anaerobiospirillum
aeruginosa succiniciproducens
% de similitud 99,78 % 66,26 %
Tincion Gram - -[+
Produccion de acido:
L-Asparagina - -
D-Glucosa + +
D-Galactosa + -
D-Celobiosa - +
D-Melibiosa - -
D-Fructosa - -
D-Ramnosa - -
D-Rafinosa - +
D-Manitol - +
D-Sorbitol - +
D-Inositol - -
Lactosa - +
Sacarosa - +

Nota. La reaccidn positiva se indica como + y una reaccién negativa se indica

como -.
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Caracterizacion funcional de P. aeruginosa cepa J19 y A. succiniciproducens

cepa TP22
Caracteristicas Cepa J19 Cepa TP22
Produccion de proteasas + +
Produccion de celulasas + -
Produccion de lipasas + -
Produccion de quitinasas - +
Produccién de auxinas + -
Produccion de siderdforos + -
Solubilizacion de fosfato + -
Fijacion de nitrogeno + +
ACC desaminasa + -
Produccion de HCN + -

Nota. La reaccidn positiva se indica como + y una reaccién negativa se indica

como —

Tolerancia de las bacterias a sal y boro

Las bacterias J19 y TP22 fueron crecidas en medio de cultivo

suplementado con NaCl y/o &cido borico (Tabla 4). Ambas bacterias mostraron

un crecimiento a 8 g/L de NaCl similar a las condiciones estandar (medio King

B sin NaCl ni &cido borico). Ademas, ambas bacterias mostraron crecimiento

abundante en medio de cultivo suplementado con NaCl y acido borico a

concentraciones 1, 2, 4 y 8 veces superior al agua de riego de Lluta (0,86 g/L

NaCl y 114 ppm de H3BOs). Por otra parte, las bacterias J19 y TP22 mostraron
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un crecimiento menor a 15y 30 g/L de NaCl; y a 10, 100 y 300 ppm de acido

borico; y medio de cultivo suplementado con agua de riego del rio Lluta.

Tabla 4

Tolerancia a NaCl y H3:BOz de P. aeruginosa cepa J19 y de A.

succiniciproducens cepa TP22

Crecimiento bacteriano (ODsoo)

Sl Cepa J19 Cepa TP22
Control 0,76 £ 0,14 1,23+0,43
8 g/L NaCl 0,76 + 0,05 1,02 +0,03
15 g/L NaCl 0,68 £ 0,08 0,98 £ 0,05
30 g/L NaCl 0,48 + 0,06 0,42 £0,01
10 ppm H3BO3 0,62 £ 0,06 0,86 £ 0,04
100 ppm H3BO3 0,56 £ 0,01 0,83 £ 0,05
300 ppm H3BO3 0,58 £ 0,03 0,81 £ 0,02
Agua de rio Lluta 0,33+0,03 0,74 £ 0,01
1x agua de Lluta 0,83+0,22 1,52 +0,14
2x agua de Lluta 0,89 £ 0,09 155+0,11
4x agua de Lluta 0,81+ 0,09 1,50+ 0,16
8x agua de Lluta 0,75+ 0,02 1,47+ 0,01

Nota: EI medio de cultivo suplementado 1X (concentracion a 0,86 g/L NaCl y

114 ppm de H3BOs)

Optimizacion de las condiciones de cultivo

Las condiciones Optimas de pH, agitacion y temperatura de las cepas
J19y TP22 permitio determinar la tasa de crecimiento microbiano (p) mas alta
y tiempo generacional (g) mas bajo (Tabla 5). Cuando se empled una agitacién
de 200 rpm la cepa J19 mostré p (0,76 h) y la g (1,32 h), mientras la cepa
TP22 mostr6 p (0,89 h) y la g (1,13 h). Se observo una temperatura 6ptima
de 30 °C para la cepa J19, con una tasa de crecimiento microbiano mas alta

(0,52 h'1) y tiempo generacional méas bajo (1,93 h). De distinta forma, la cepa
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TP22 mostro una temperatura éptima de crecimiento de 35 °C, con una tasa de
crecimiento microbiano maés alta (0,99 h™') y tiempo generacional mas bajo
(1,01 h). Se observo el pH dptimo cuando el medio de cultivo fue tamponado
apH 5,5 para la cepa J19 con p (0,58 h') y g (1,72 h). Cuando el cultivo de la

cepa TP22 fue tamponado a pH 7,5, se registré un p (0,82 hY) y la g (1,22 h).

Determinacién de la curva de crecimiento bacteriano en condiciones

optimas

Se determino la curva de crecimiento bacteriano mediante los datos de
la ODeoo, como se muestra en el Anexo 6. La bacteria Pseudomonas
aeruginosa cepa J19 en condiciones 6ptimas (30 °C, 200 rpm y pH 5,5) mostré
un incremento en el crecimiento (fase exponencial) después de 4 horas de
incubacion y alcanzé su fase estacionaria a las 10 horas de incubacion. En el
caso de la bacteria Anaerobiospirillum succiniciproducens cepa TP22 la fase
exponencial comenz6 después de 4 horas de incubacion y alcanz6 su fase
estacionaria a las 11 horas de incubacion en condiciones Optimas con una
temperatura de 35 °C, agitacion 200 rpm y pH 7,5. Sin embargo, la curva de
crecimiento de las cepas J19 y TP22 en condiciones no optimizadas se observa

la fase de latencia entre las 0 y 12 horas (Figura 1).
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Tabla s

Determinacion de las condiciones éptimas para el crecimiento de la P.

aeruginosa cepa J19 y de A. succiniciproducens cepa TP22.

Parémetro Cepa J19 Cepa TP22
g (h) p (h™) g (h) p (h™)
Agitacion (rpm)
0 11,11 0,09 8,78 0,11
50 6,30 0,16 7,03 0,14
100 2,53 0,39 1,76 0,57
150 1,83 0,55 1,24 0,80
200 1,32 0,76 1,13 0,86
Temperatura (°C)
25 8,36 0,12 13,68 0,07
30 1,93 0,52 1,24 0,80
35 2,70 0,37 1,01 0,99
40 2,01 0,50 1,44 0,70
pH
5,0 2,49 0,40 N. D N.D
5,5 1,72 0,58 N.D N.D
6,0 1,86 0,54 1,42 0,70
6,5 1,93 0,52 1,61 0,62
7,0 1,93 0,52 1,36 0,74
7,5 1,92 0,52 1,22 0,82
8,0 1,97 0,51 1,25 0,80
8,5 N. E N. E 1,27 0,79
9,0 N. E N. E 1,74 0,57

Nota: No determinado (N. D) y no evaluado (N. E)
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Figura 1

Curva de crecimiento Optimo de P. aeruginosa cepa J19 (A) y de A.

succiniciproducens cepa TP22 (B)
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Evaluacion de la actividad promotora del crecimiento vegetal de P.
aeruginosa cepa J19 y de A. succiniciproducens cepa TP22 en maiz
“Llutefio”

Referente a la promocion del crecimiento vegetal, de la variable altura,
numero de hojas, peso fresco y seco del follaje, los tratamientos de la cepa J19
y TP22 no mostraron diferencia significativa respecto al control y BacNorte
(Bacillus velezensis). En tanto la variable peso fresco de la raiz, el tratamiento
BacNorte mostro diferencia significativa respecto al control, cepa J19 y cepa
TP22. Sin embargo, la variable peso seco de raiz, los tratamientos cepa J19 y
cepa TP22 mostraron diferencia significativa respecto al control y BacNorte
(Tabla 6, Tabla 7 y Figura 2). En cuanto a la altura de la planta, la cepa J19
mostré un ligero aumento a partir del dia 5, mientras, la cepa TP22 mostr6 una
tendencia a disminuir su crecimiento a partir del dia 15 (Figura 3). Respecto al
numero de hojas, la cepa J19 y TP22 mostraron una tendencia a aumentar el

desarrollo de hojas desde el primer dia (Figura 4).



Tabla 6

Efecto de la aplicacién de la bacteria P. aeruginosa cepa J19 en plantas de maiz “Lluteiio”

Control BacNorte Cepa J19 Veces
Altura de planta (cm.) 171,71 £ 14,952 168,39 + 16,46 ® 173,74 £ 25,20 2 1,01*/ 1,03%
NUmero de hojas 10,53+ 0,742 10,60 + 0,832 11,20+ 0,862 1,06*/ 1,06*
Peso fresco del follaje(g) 264,53 £ 38,842 236,80 £ 32,022 266,53 £ 48,162 1,01*/1,13%
Peso seco del follaje (g) 37,32+3,26% 34,16 +2,78% 37,10 £5,04 ¢ 1,00*/ 1,09*
Peso fresco de la raiz (g) 99,07 £ 28,592 61,47 £17,39° 82,53 +32,002 0,83*/ 1,34*
Peso seco de la raiz (g) 21,32 +2,97% 19,31+1,41°2 22,19 +3,64° 1,04*/ 1,15%

48

Nota: Las medias con letras iguales no son significativamente diferentes entre si (HSD Tukey) a significancia de 0,05. Comparacién de la cepa J19 con el control (*) y la

comparacion de la bacteria con el producto comercial BacNorte (*)



Tabla 7

Efecto de la aplicacién de la bacteria A.

succiniciproducens cepa TP22 en plantas de maiz “Lluterio”

Control BacNorte Cepa TP22 Veces
Altura de planta (cm.) 171,71 £14,95° 168,39 + 16,46 ® 170,37 + 26,57 @ 0,99*/ 1,01
NUmero de hojas 10,53+ 0,742 10,60 + 0,832 11,13+1,36 2 1,05*/1,05%
Peso fresco del follaje (g) 264,53 £ 38,842 236,80 £ 32,022 247,20 £ 39,152 0,93*/1,04
Peso seco del follaje (g) 37,32+ 3,262 34,16 +2,78% 35,32+6,11° 0,95 */1,03%
Peso fresco de la raiz (g) 99,07 + 28,592 61,47 +17,39° 83,47 +£32,902 0,84*/ 1.36*
Peso seco de la raiz (g) 21,32 +£2,97% 19,31+1,41°2 22,04 +3,25° 1,03*/ 1,14*
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Nota: Las medias con letras iguales no son significativamente diferentes entre si (HSD Tukey) a significancia de 0,05. Comparacion de la cepa TP22 con el control (*) y la

comparacion de la bacteria con el producto comercial BacNorte (*)
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Figura 2

Capacidad bioestimulante de P. aeruginosa cepa J19 y A. succiniciproducens

cepa TP22 en maiz “Lluterio”

Nota: Pseudomonas aeruginosa cepa J19 (A); Anaerobiospirillum

succiniciproducens cepa TP22 (B); Control (C) y BacNorte (D)

Figura 3

Media y desviacion estandar de la altura de las plantas de maiz “Liuterio”

tratadas en un periodo de 33 dias (n = 15 plantas por tratamiento)
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Figura 4

Media y desviacion estandar de numero de hojas en plantas de maiz “Lluteiio”

tratadas en un periodo de 33 dias (n = 15 plantas por tratamiento)
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Evaluacion in vitro de la actividad antifingica de P. aeruginosa cepa J19 y de

A. succiniciproducens cepa TP22

La actividad antifingica in vitro de las bacterias P. aeruginosa cepa J19 y
de A. succiniciproducens cepa TP22 evidencio su capacidad de controlar a cinco
hongos fitopatdgenos de estudio (Tabla 8). La exposicion de la cepa J19 a estos
hongos mostr6 un mayor IMRG contra Monilinia fruticola (93,8%), Botrytis
cinerea (61,8%), Geotrichum candidum (57,8%) y Fusarium oxysporum (56%).
Por otra parte, la exposicion de la cepa TP22 a estos hongos mostrd un mayor
IMRG contra Monilinia fruticola (74,1%), Botrytis cinerea (60,5%), Geotrichum

candidum (52,4%) y Macrophomina phaseolina (62,4%).
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Tabla 8

Actividad antifangica in vitro de las bacterias P. aeruginosa cepa J19 y de A.
succiniciproducens cepa TP22 contra hongos fitopatogenos. El error corresponde

a la desviacion estandar

IMRG (%)
Hongo
Cepa J19 Cepa TP22
Monilinia fructicola 93,8+0,1 741+0,1
Botrytis cinerea 61,8+0,2 60,5+0,1
Geotrichum candidum 57,8+0,1 52,4+0,2
Fusarium oxysporum 56,0+£0,1 47,6 £0,1
Macrophomina phaseolina 40,0+£0,1 62,4+0,1

Evaluacion de la capacidad biocontroladora de P. aeruginosa cepa J19 y de
A. succiniciproducens cepa TP22 contra Fusarium oxysporum de las plantas

de Zea mays

El efecto de las bacterias Pseudomonas aeruginosa cepa J19 vy
Anaerobiospirillum succiniciproducens cepa TP22 en las plantas de maiz variedad
GSS3951 (Syngenta®) infectadas con Fusarium oxysporum mostraron sintomas
leves en los tratamientos cepa J19, cepa TP22, Serenade® que corresponde a
Bacillus subtilis y control, siendo estos de grado 1 (puntos necréticos en la base
del tallo) de acuerdo a la escala de Apodaca et al. (2004) como se muestra en la
Figura 5. La evaluacion del peso fresco de plantas expuestas no mostrd una
diferencia significativa entre los tratamientos de la cepa J19, cepa TP22,

Serenade® y control (Figura 6).
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Figura 5

Efecto biocontroladora P. aeruginosa cepa J19 y A. succiniciproducens cepa

TP22 contra F. oxysporum en plantas de maiz variedad GSS3951.

Nota: Control (A); Serenade® (B); P. aeruginosa cepa J19 (C) y A.

succiniciproducens cepa TP22 (D)

Figura 6

Peso fresco de las plantas de maiz variedad GSS3951 expuesta a F. oxysporum y

tratadas con P. aeruginosa cepa J19 y A. succiniciproducens cepa TP22
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Nota: El error corresponde a la desviacion estandar. Las medias con letras distintas

indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (p< 0,05)
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Evaluacion in vitro de la actividad biocontroladora de P. aeruginosa cepa J19
y de A. succiniciproducens cepa TP22 contra la maleza Cenchrus echinatus

(cadillo)

Referente al efecto inhibitorio de P. aeruginosa cepa J19 y A.
succiniciproducens cepa TP22 mostro efectividad en el biocontrol de la maleza
Cenchrus echinatus (cadillo), los tratamientos cepa J19 y cepa TP22 mostraron
diferencia significativa respecto al control en la elongacion radicular, inhibiendo
el crecimiento de la maleza en un 86% para la cepa J19 y 68% para la cepa TP22.
En cuanto al efecto inhibitorio en la germinacion de la maleza, los tratamientos
cepa J19, cepa TP22 y control mostraron diferencia significativa, la cepa J19
mostré un mayor efecto inhibitorio con un 72% y la cepa TP22 mostrd una ligera
disminucion con un 43% (Figura 7). De acuerdo a la categorizacion de Bagur et
al., (2011), la bacteria P. aeruginosa cepa J19 mostro una alta toxicidad en el IGN
(-0,72) y una toxicidad muy alta en el IER (-0,86), mientras que la cepa TP22
mostrd una toxicidad moderada en IGN (-0,43) y una toxicidad alta en el IER (-

0,69).
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Figura7

Efecto de las bacterias P. aeruginosa cepa J19 y de A. succiniciproducens cepa TP22
sobre el indice del porcentaje de germinacion (IG) y longitud de la radicula de C.

echinatus
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Nota: EIl error corresponde a la desviacion estandar. Las medias con letras distintas

indican diferencia significativa seglin la prueba de Tukey (p< 0,05)



IV. DISCUSION

En los dltimos afios, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal han
generado un gran interés en la agricultura sostenible (Vejan et al., 2016), ya que son
capaces de mitigar el uso frecuente de productos agroquimicos que alteren el microbioma
de los suelos, y el estrés abiotico y bidtico en las plantas (Mandal et al., 2020; Mufioz,
2018). Por tanto, la aplicacion de Bioproductos a base de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal que estimula el crecimiento de las plantas y el rendimiento de cultivos
frente a estrés bidtico y abidtico (Qin et al., 2016). Sin embargo, los bioproductos
comerciales actuales no son funcionales en regiones con condiciones edafocliméticas
diferentes a donde se origind el bioproducto (Mufioz, 2018; Starobinsky et al., 2021). Por
tanto, es necesario el estudio de microorganismos endémicos efectivos bajo las
condiciones edafoclimaticas de las zonas aridas y semiaridas como es la region de Arica

y Parinacota.

En el presente estudio, las cepas J19 y TP22 son miembros de los géneros
Pseudomonas y Anaerobiospirillum, respectivamente, mostrando una mayor similitud
con P. aeruginosa (99,78 %) y A. succiniciproducens (66,26 %). La bacteria P.
aeruginosa es una bacteria oportunista, ampliamente distribuida en el ambiente, sin
embargo, presenta un potencial en la industria alimentaria, cosmética, del biocontrol,

promotora del crecimiento vegetal y la biorremediacién de suelos, ya que producen
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metabolitos, fitohormonas y aditivos (polimeros glicosidicos) que se utilizan en
cosméticos y alimentos (Weimer et al., 2020). Por otra parte, la bacteria A.
succiniciproducens es un microorganismo anaerobio estricto, considerada como
patogeno, sin embargo, es de interés industrial por su produccién de &cidos organicos
utilizados en la industria alimentaria, farmacéutica y en la industria de los pesticidas

(Avila, 2019; Chialva & Griffa, 2020).

Por otra parte, la produccion de células bacterianas requiere de un método
accesible y en menor tiempo como es optimizar las condiciones de crecimiento bacteriano
a través de factores ambientales como la temperatura, pH, agitacion, entre otros (Ren et
al., 2019). Las condiciones de crecimiento bacteriano 6ptimos pueden ser demostradas a
través de parametros como son: tiempo de generacion y tasa de crecimiento. Ademas, el
tiempo de generacion esta ligado a la tasa de crecimiento y este Gltimo esta condicionado
por factores ambientales. EI tiempo de generacion es el tiempo que tarda en duplicarse las
células bacterianas y se determina mediante la pendiente de la curva de crecimiento
exponencial. Por otra parte, la tasa de crecimiento consiste en el aumento de células
bacterianas en un determinado tiempo (Dos Santos, 2007). Para la bacteria A.
succiniciproducens cepa TP22 se determinaron condiciones éptimas a 35 °C, pH 7,5y
agitacion 200 rpm. En el caso de P. aeruginosa cepa J19, la bacteria mostrd un
crecimiento éptimo a 30 °C, pH 5,5 y agitacién 200 rpm (Tabla 4). En otro estudio
realizado por Mufioz et al., (2021), la bacteria P. lini cepa S57 mostr6 parametros 6ptimos
de 35 °C, pH 5,5 y agitacion 150 rpm, presentando una similitud en el pH. Estos factores

optimos fueron determinados por tasas de crecimiento bacteriano mas alta y tiempo de
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generacion mas bajos, ambos pardmetros estan ligados con la poblacion bacteriana y el

tiempo.

Por otra parte, las bacterias P. aeruginosa cepa J19 y A succiniciproducens cepa
TP22 mostraron tener la capacidad de tolerar condiciones salino — boricas (Tabla 4).
Mufoz et al., (2021) también describi6 que la bacteria P. lini cepa S57 tolera condiciones
salino — bdricas con concentraciones de 8 g/L NaCl, 15 g/L de NaCl y 10 ppm de H3BOs.
Las bacterias P. aeruginosa cepa J19 y A succiniciproducens cepa TP22 presentan
adaptabilidad natural a condiciones salino-bdricas y otros minerales, debido a su entorno
geotermal. Por ende, a partir de estas bacterias se podrian desarrollar bioproductos
efectivos en ambientes aridos y semiaridos, ya que algunos Bioproductos comerciales
muestra resultados ambiguos en estos ambientes, debido a su efectividad en condiciones
climaticas y de suelo donde se origind (Mufioz, 2018). Estos inoculantes microbianos
ayudan a las plantas tolerar la salinidad, estrés por sequia y fitopatdgenos, ademas de

estimular el crecimiento de las plantas (Qin et al., 2016).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal producen metabolitos como
fitohormonas, la enzima ACC desaminasa, sideréforos, entre otros. Estos metabolitos
actian como reguladores del crecimiento de las plantas bajo condiciones de estrés
abidticos y bidticos (Sorty et al., 2018). Las bacterias del género Pseudomonas producen
sideroforos como la pseudobactina que limita el hierro necesario para el desarrollo de
patogenos (Canchignia et al., 2015). La bacteria P. aeruginosa cepa J19 tiene la capacidad
de producir 1AA, siderdforos, solubilizar fosfato, fijar nitrégeno, y producir las enzimas
ACC desaminasa, proteasa, celulasa y lipasa, similar P. aeruginosa cepa PS24 descrito

por Uzair et al. (2018). Por otra parte, la cepa TP22 tiene la capacidad de fijar nitrogeno,
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y producir las enzimas proteasa y quitinasa (Tabla 3). Las enzimas liticas como quitinasa,
proteasa, celulasa y lipasa, son capaces de degradar la pared celular de fitopatdgenos
(Miljakovi¢ et al., 2020). La enzima quitinasa es capaz de hidrolizar polimero p-1,4
glucosidicos de N-acetilglucosamina, este monosacarido es un componente de la quitina
presente en el exoesqueleto de los insectos y pared celular de hongos (Rathore & Gupta,
2015). La enzima proteasa al igual que la quitinasa degrada la pared celular de los hongos
(Ahmadzadeh & Sharifi, 2009). Ademas, la bacteria A. succiniciproducens produce
acidos organicos como el acido succinico, acido acético, acido malico, entre otros en bajas
concentraciones (Avila, 2019). La cepa J19 estimula el crecimiento de la parte radicular
de maiz “Llutefio” utilizando agua de riego del Valle de Azapa con una conductividad
eléctrica alta (> 1 dS/m) (Torres & Acevedo, 2008) y puede tolerar condiciones salino-
boricas (Tabla 4). Sin embargo, la cepa TP22 estimula el desarrollo de hojas (Tabla 6,
Tabla 7, Figura 2 y Figura 3) y también puede tolerar condiciones salino-béricas. Estos
resultados estan de acuerdo con la investigacion realizada previamente por Reyes et al.,
(2019) y Roychowdhury et al., (2019) quienes mostraron un aumento en la parte radicular
en plantas de Solanum lycopersicum L. (tomate) por Pseudomonas gessardii cepa Tmt-
16 y Brassica juncea (mostaza) por P. aeruginosa cepa PGP, respectivamente. En si las
plantas dependen de la biodisponibilidad de macronutrientes y micronutrientes, las cuales
en estrés abiotico altera las propiedades del suelo como salinidad, acidez, alcalinidad y

contaminacion por metales (Canchignia et al., 2015).

La actividad biocontroladora in vitro de las bacterias de los géneros Pseudomonas
y Anaerobiospirillum contra hongos fitopatdgenos son prometedoras para la agricultura

de la region de Arica y Parinacota, siendo la region de mayor produccion de hortalizas
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como tomate, maiz, zapallo, entre otros (ODEPA, 2020). La cepa J19 inhibe el
crecimiento de Monilinia fructicola, Botrytis cinerea, Geotrichum candidum y Fusarium
oxysporum en un porcentaje mayor al 50%. Por otro parte, la cepa TP22 inhibe el
crecimiento de Monilinia fructicola, Botrytis cinerea, Geotrichum candidum vy
Macrophomina phaseolina (Tabla 8), similar a la bacteria P. lini S57, realizado por
Mufioz et al. (2021). Respecto a la actividad biocontroladora contra Fusarium oxysporum
en plantas de maiz variedad GSS3951 no se observaron diferencias significativas con
relacion a condiciones de control y el producto comercial Serenade® (Figura 4 y Figura
5). Este resultado podria deberse a una actividad antifingica in vitro menor contra F.
oxysporum y la colonizacién del hongo en la planta puede deberse a los transposones que
representa mas del 5% de su genoma, la cual genera variabilidad genética que presenta

las subespecies o razas de F. oxysporum (Garces et al., 2001).

Respecto a la actividad biocontroladora in vitro de las bacterias contra maleza
como C. echinatus (cadillo), la cepa J19 inhibi6 la germinacion en un 72% y un 86% en
la elongacion radical, mientras que la cepa TP22 inhibi6 la germinacion en un 43% y un
68% en la elongacion radical de C. echinatus (Figura 5). Se ha descrito que la bacteria P.
aeruginosa cepa A52 tiene un alto potencial herbicida. Esta bacteria inhibié en un 75% y
50% del crecimiento de malezas como Axonopus affinis y Lens esculenta Moench,
respectivamente (Pacheco et al., 2015). Ademas, la bacteria P. aeruginosa inhibié por
completo la germinacion, crecimiento de raices y brotes de las semillas de maleza
dicotiledoneas y malezas invasivas, y una menor efectividad en monocotiledéneas. Las
semillas que logran germinar presentan un crecimiento atrofiado debido a la presencia de

quinolina y la exposicion a niveles altos de HCN (Diaz et al., 2005; Yang et al., 2014).
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Respecto al efecto fitotdxico de la cepa J19 mostro una alta toxicidad en el IGN, mientras
que la cepa TP22 mostr6 una toxicidad moderada. La elongacion radical es mas
importante que la germinacion debido a los procesos fisioldgicos y la presencia de
sustancias toxicas altera el desarrollo normal de la planta. Sin embargo, estas bacterias
productoras de sustancia volatiles no necesariamente eliminan las malezas, pero podrian
suprimir el crecimiento inicial de las malezas y permitir el desarrollo de las plantas

cultivadas afectadas por la maleza (Pacheco et al., 2015).

En este estudio, las bacterias P. aeruginosa cepa J19 y A succiniciproducens cepa
TP22 mostraron tener un alto potencial agricola y permitira el desarrollo de nuevos
bioproductos de uso agricola. Sin embargo, para generar productos comerciales es
necesario realizar estudios de formulaciones bacterianas y su viabilidad a compuestos
estabilizadores durante el almacenamiento. Posteriormente, se realizara prototipos
validados en campo con condiciones edafocliméticas no controladas para determinar la
eficacia y dosis. Por ultimo, se realizaria el registro del producto y escalamiento comercial

(Mufoz et al., 2021; Starobinsky et al., 2021).



V. CONCLUSIONES

La cepa J19 y TP22 son bacterias extremotolerantes relacionadas con las bacterias P.
aeruginosa en un 99,8% de similitud y A. succiniciproducens en un 66,3% de
similitud, respectivamente. La cepa J19 presenta un alto potencial de promover el
crecimiento vegetal por su capacidad de producir auxinas, sideréforos, enzimas
liticas, HCN, fijar nitrégeno y solubilizar fésforo. La cepa TP22 promovio solo un
ligero aumento del crecimiento de las plantas de maiz “Llutefio” por su capacidad de
producir enzimas liticas y fijar nitrégeno

Las bacterias P. aeruginosa cepa J19 y A. succiniciproducens cepa TP22 inhibieron
el crecimiento radial in vitro de 4 hongos fitopatégenos mayor al 50%.

En biocontrol de la cepa J19 y cepa TP22 contra F. oxysporum no mostraron
diferencia significativa en plantas de maiz infectadas, respecto a Serenade y control.
Las bacterias P. aeruginosa cepa J19 y A. succiniciproducens cepa TP22 inhibieron
la germinacion de semillas de maleza Cenchrus echinatus en un 72% y 43%
respectivamente, por su capacidad de producir enzimas liticas.

Estas cepas bacterianas presentan un alto potencial para ser empleados como

bioproducto para el uso agricola en zonas aridas.



VI. RECOMENDACIONES

En los estudios posteriores a este trabajo en la que la cepa TP22 deberd ser
manipulada molecularmente se sugiere aplicar la técnica de electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante (DGGE) para conseguir la separacion de sus fragmentos
genoémicos.

En los estudios posteriores a este trabajo se sugiere realizar andlisis por HPLC

para determinar la produccién de &cidos organicos por la cepa TP22.
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ANEXO 1

ANEXOS

Lista de las cepas bacterianas pertenecientes a la Coleccion de Cultivos Microbianos del

Laboratorio de Patologia Vegetal y Bioproductos del proyecto Fondecyt de Iniciacion N°

11200093
.% - © o~ % © 2
=) = £ 8 £ 855 3E2353:53 8883 2¢85
8 < S S A - -
© ] =
J1 Bacillus thioparans MG651146.1 99,7 55 1470 - - - - 4+ - - 4+ + - - + - - - -
J2 Bacillus cereus MN232155.1 996 53 1408 + - - - - + - - + - - - -
J3 Gulbenkiania mobilis MH715132.1 994 55 1434 - - - + + + - - + - - 4+ - - - - -
J4 Exiguobacterium sp. CP065134.1 99,7 56 1479 + - - + + - - - - - - 4 - - - - -
J5 Bacillus sp. JF693986.1 996 55 1475 - + - + - - - - 4+ - - - - - - - -
J6 Exiguobacterium sp. MG757525.1 99,9 56 1480 + - - - - - - - o - o o o o o .
J7 Pseudomonas sp. HM439973.1 996 53 1460 + - - - - + - 4+ + - - + - - 4+ - -
J8 Enterococcus durans JN560894.1 943 54 1484 + - - + - 4+ - 4+ + - - - - - - - -
J9 Mesobacillus jeotgali KR347228.1 99 55 1472 - - - - - o+ - - - - o ..o
'z J10 Aquaspirillum serpens NR_040895.1 973 53 1487 - - - + 4+ + - - - - - - - - - - -
2 J12 Aquaspirillum serpens MH715133.1 972 52 1498 - + - + - 4+ - - + - - 4+ - - - - -
é Ji3 Bacillus amyloliquefaciens KF879212.1 959 55 1356 + + + - - 4+ - - 4+ - - + - 4+ + - -
=
e Ji4 Mesobacillus selenatarsenatis HQ202857.1 992 56 1463 - + - + - - - - - - - 4+ - - - - -
Ji5 Exiguobacterium sp. CP065134.1 99,8 56 1483 + - - 4+ - - - - o o o o o o ...
J16 Exiguobacterium sp. CP065134.1 999 56 1478 + - - + - - - 4+ + - - - - - - - -
J17 Pseudomonas alcaligenes MW433872.1 93 53 1458 + + - + - + + - - - - - - - - - -
Ji8 Enterobacter ludwigii MT002728.1 994 54 1459 - - - + - - - 4+ + - - 4 - - - - -
J19 Pseudomonas aeruginosa KY885171.1 998 54 1391 + + - + - 4+ + + + + + + + + + + +
J20 Bacillus spizizenii NR_112686.1 999 55 1463 + + - - - - - - + - - 4+ - - - - -
J21 Bacillus piscis NR_165685.1 983 56 1287 + + + - - + + - + - - + - - - - -
J22 Micrococcus yunnanensi s NR_116578.1 99,6 57 1437 + + - - - 4+ 4+ + + - - - - - - o+ -
J23 Acinetobacter junii NR_117623.1 995 53 1454 + + - - - - 4+ - - - - - - - - - -
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§ S 2 T 0« T 3 g E s & E £ &
£} = 28 5§ ESEEEZ58:38z:32838¢2¢85
§ < < -4 o (0] & 7 (,%, oL < E 38 é =
TP3  Bacillus velezensis NR_116240.1 96 55 1453 + - - -+ o+ - - - - - -
TP4  Pantoea agglomerans NR_111998.1 99 55 1357 - - - - 4+ - + + + - - + o+ 0+ -
TP7  Pantoea agglomerans NR_111998.1 99 55 1386 + + + - + - - + - + - - - + - + -
TP8  Pantoea agglomerans NR_111998.1 99 55 1362 - - - - - 4+ + + 4+ - - - - - - -
TP9  Aeromonas veronii NR_118947.1 99 56 1408 + + + - + + - + - - - - - - - -
TP10 Aeromonas veronii NR_119045.1 855 52 1100 + + + - + + - + + - - - - - - -
TP12 Pantoea agglomerans NR_111998.1 99 55 1360 + + + - + + - + + - - - - - - -
TP14 Pantoea agglomerans NR_111998.1 99 55 13% + - - - + + + + - + - - 4+ + + + -
TP15 Enterobacter ludwigii NR_042349.1 99 55 1360 + - - - + - - 4+ 4+ + - - + + + + -
% TP17 Pantoea agglomerans NR_111998.1 996 55 1406 - - - - + + - + + - - - - - - -
% TP19 Pantoea agglomerans NR_111998.1 679 5 1321 - - - - - + - + + - - - - - - -
E TP20 Escherichia fergusonii NR_074902.1 919 55 1399 - - - - - + + + + - - - - - - -
P
é P22 ﬁrllqaeor;)g(i;;?ilrillumsucciniciproducens 663 53 1280 + - 4+ - 4 - - 4 - - oo
TP23 Pantoea agglomerans NR_111998.1 998 55 1384 + - + - + - - 4+ + + - - - + - + -
TP30 Atlantibacter hermannii NR_104940.1 688 56 1321 - - - - - + - + + - - - - - - -
TP31 Escherichia fergusonii NR_074902.1 992 55 1384 - - - - - + + + + - - - - - - -
TP32 Aeromonas veronii NR_119045.1 896 54 1100 + + + - + + - + + - - - - - - -
TP33 Aeromonas veronii NR_119045.1 921 54 1100 + + + - + + - + + - - - - - - -
TP34 Pantoea agglomerans NR_111998.1 998 55 1405 - - - - + - - + + + - - + + + + -
TP35 Pantoea agglomerans NR_111998.1 99,7 55 1384 + - - - + + + + + - - - -+ + -
TP36 Escherichia fergusonii NR_074902.1 996 55 1356 + + - - - + - + + - - - - - - -
TP38 Pantoea agglomerans NR_111998.1 99,7 55 13%8 - + - + - + + + + - - - - - - -
TP42 Pantoea agglomerans NR_111998.1 998 55 1358 + - - - + - + + - + - - + + + + -
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ANEXO 2

Fotografias de la tincién Gram de P. aeruginosa cepa J19 (A) y de A. succiniciproducens

cepa TP22 (B) con potencial PGP
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ANEXO 3

Fotografias de los resultados de pruebas funcionales de P. aeruginosa cepa J19 y de A.

succiniciproducens cepa TP22

Fijacién de nitrogeno

O . Enzima ACC desaminasa
. .Solubilizacién de fosfato

Producciéon de HCN

P22
Auxina ¢
’ cpa
J9
Lipasas Quitinasas
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ANEXO 4

Datos crudo de tolerancia a NaCl y Hs:BOs de P. aeruginosa cepa J19 y A.

succiniciproducens cepa TP22

Cepa J19 Cepa TP22
N° 1 N° 2 N° 3 N° 1 N° 2 N° 3
Control 0,713 0,818 0,74 1,218 1,243 1,215
8 g/L NaCl 0,788 0,695 0,785 1,048 0,997 1,022
15 g/L NaCl 0,624 0655 0,770 0929 1,025 0,994
30 g/L NaCl 0,538 0,480 0,428 0,419 0,416 0,428

10 ppm H3BOs 0,559 0,682 0,617 0,904 0,849 0,829
100 ppm HsBOs 0,553 0,568 0,564 0,808 0,885 0,786
300 ppm H3BOs 0,589 0,547 0,592 0,811 0,796 0,833
Aguade rio Lluta 0,319 0,320 0,362 0,749 0,728 0,734
1X aguade Lluta 1,076 0,657 0,759 1,419 1,676 1,465
2X agua de Lluta 0,857 0,998 0,821 1,477 1,67 1,501
4X agua de Lluta 0,788 0,738 0,912 1,393 1,422 1,676
8X aguade Lluta 0,732 0,775 0,735 1,485 1,464 1,468
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Valores de absorbancia a 600 nm para obtener las condiciones 6ptimas para el crecimiento

de P. aeruginosa cepa J19 y de A. succiniciproducens cepa TP22

Parametro: Agitacion

Tiempo 2

5

6

7

10

11

12

Cepa

J19

Orpm 0,036
50 rpm 0,058
100 rpm 0,065
150 rpm 0,032

200 rpm 0,031

0,052 0,062 0,095

0,103 0,139 0,200

0,135 0,308 0,459

0,065 0,178 0,403

0,087 0,225 0,523

0,107
0,232
0,615
0,663

0,880

0,142
0,299
0,718
0,818

0,998

0,167
0,365
0,848
0,886

1,144

0,206
0,401
0,976
0,986

1,110

0,229
0,439

1,022

0,245
0,461

1,064

Cepa

TP22

Orpm 0,005
50 rpm 0,010
100 rpm 0,011
150 rpm 0,008

200 rpm 0,030

0,000 0,000 0,006

0,000 0,000 0,008

0,000 0,000 0,010

0,020 0,047 0,172

0,032 0,059 0,209

0,001
0,020
0,021
0,377

0,407

0,015
0,094
0,105
0,593

0,661

0,037
0,144
0,286
0,984

1,168

0,118
0,187
0,565
1,212

1,180

0,129
0,244

0,670

0,155
0,258

0,842

0,190
0,255

0,948

Tiempo

Parametro: Temperatura

3

4

5

6

7

8

10

Cepa J19

T° Ambiente
30°C
35°C
40°C

0,000
0,029
0,025
0,000

0,014 0,022
0,000 0,000
0,027 0,000
0,000 0,037

0,028
0,111
0,366
0,144

0,041
0,238
0,535
0,392

0,040
0,452
0,640
0,592

0,108
0,664
0,804
0,786

0,138
0,788
0,856
0,834

0,180
0,830
0,922
0,886

Cepa TP22

T° Ambiente
30°C
35°C
40°C

0,000
0,037
0,002
0,000

0,005 0,000
0,012 0,000
0,000 0,000
0,094 0,054

0,017
0,020
0,096
0,221

0,028
0,060
0,318
0,404

0,030
0,152
0,510
0,614

0,062
0,388
0,960
0,948

0,076
0,615
1,244
1,120

0,097
1,038

1,54
1,230
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Parametro: pH

84

Tiempo 5,0 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0

2 0,000 0,018 0,034 0,011 0,000 0,000 0,018 - -

3 0,000 0,005 0,006 0,000 0,003 0,009 0,002 - -

4 0,010 0,018 0,039 0,025 0,015 0,031 0,039 - -

Cepa 5 0,008 0,056 0,092 0,088 0,060 0,082 0,084 - -
J19 6 0,012 0,123 0,170 0,242 0,162 0,204 0,196 - -
7 0,031 0,343 0,433 0,503 0450 0,483 0,483 - -

8 0,069 0,539 0,597 0,641 0,606 0,642 0,631 - -

9 0,159 0,668 0,690 0,713 0,668 0,698 0,696 - -

2 0,000 0,000 0,000 0,010 0,061 0,0105 0,0115 0,016 0,028

3 0,000 0,000 0,000 0,021 0,025 0,0265 0,028 0,054 0,044

4 0,012 0,004 0,077 0,159 0,119 0,1235 0,123 0,134 0,116

5 0,000 0,000 0,290 0,342 0,312 0,3085 0,2845 0,291 0,25

Cepa 6 0,000 0,000 05514 0,569 0,566 0,5615 0,5075 0,385 0,289
TPee 7 0,009 0,000 0,690 0,699 0,814 0,908 0,7835 0,82 0,496
8 0,000 0,000 0,972 0,942 0970 1,146 1,072 1,054 0,764

9 0,013 0,000 1,114 1,078 1,224 1,279 1,282 1,252 0,976

10 0,000 0,000 0,000 0,010 0,061 0,0105 0,0115 0,016 0,028
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Valores de absorbancia a 600 nm para la curva de crecimiento de P. aeruginosa cepa J19

y de A. succiniciproducens cepa TP22

J19 TP22

Tiempo (hora) Optimo Inicial Optimo Inicial
0 0,071 0,055 0,000 0,000
1 0,060 0,082 0,003 0,000
2 0,084 0,070 0,017 0,000
3 0,210 0,084 0,098 0,000
4 0,475 0,111 0,336 0,020
5 0,665 0,109 0,678 0,022
6 1,126 0,120 1,172 0,055
7 1,252 0,114 1,458 0,083
8 1,332 0,109 1,990 0,091
9 1,706 0,149 2,060 0,107
10 2,140 0,158 2,180 0,096
11 2,200 0,171 2,790 0,186
12 2,220 0,188 2,530 0,152
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ANEXO 7

Valores media de la altura de la planta de maiz “Llutefio” y nimero de hojas durante el

mes de evaluacion de actividad promotora del crecimiento vegetal

Altura de la planta (cm.)

DIA
Agua BacNorte J19 TP22

0 93+2,7 6,4+19 93x16 9,8+20

5 34,247 33,3+£5,0 41,9+£3,7 40,6 £4,5

8 43,6 £6,0 43,3+5,8 52,2+43 49,8 +4,9
12 69,7 £ 8,8 70271 755+74 74,5+6,1
15 82,8 £9,6 80,1+7,8 855+55 83,3+11,1
19 111,3+£12,7 108,7 £ 10,0 111,7£11,2 1095+144
22 116,0 £ 13,0 113,0+7,8 116,9 £ 10,5 1134+ 149
26 1344+ 11,8 136,7 £ 11,3 137,7+£ 14,9 132,8 £ 17,2
29 148,5 £ 13,2 1474+ 11,3 149,8 £17.0 143,9 £ 19,7
33 172,5 £ 14,7 169,2 £ 16,2 1744 £ 244 170,4 £ 25,6
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DIA Numero de hojas
Agua BacNorte J19 TP22

0 20+0,5 1,5+0,5 2,0+0,0 20+04

5 3,9+0,34 38+04 39+0,3 40+x04

8 43+0,5 43+0,5 4,7+£0,5 44+0,5
12 59+0,5 58+04 6,3+0,5 6,1+0,7
15 6,3+0,5 6,3+0,5 6,6 +0,6 6,8+04
19 8,1+0,6 8,3+0,6 8,6 +0,6 8,4+0,9
22 8,3+0,6 8,6+0,7 9,1+0,8 9,1+0,7
26 9,6+0,6 9,3+0,7 10,2+0,9 10,1+£0,7
29 9,9+0,6 9,7+0,6 10,3+0,8 10,2+0,9
33 10,5+0,7 10,1+0,8 11,2+0,9 111+14
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Valores peso fresco y seco de las plantas de maiz “Llutefio” tratadas con cepas J19y TP22

Peso fresco de maiz "Llutefio"

Peso seco de maiz "Llutefo"

Cepa Cepa Cepa Cepa
ne BacNorte Control . BacNorte Control
1 316 272 268 320 48,05 46,03 38,64 41,32
2 384 306 228 264 44,88 4543 35,8 36,59
3 300 254 230 312 39,86 31,08 36,61 42,12
4 202 272 224 178 32,7 38,88 34,31 29,94
5 188 254 284 310 26,73 40,05 37,34 39,25
6 274 286 274 304 36,91 3574 36,84 42,45
7 280 244 264 244 36,54 34,96 35,21 35,09
8 232 136 258 276 35,28 24,11 35,91 36,27
9 242 256 230 256 33,55 35,67 30,96 34,72
10 278 218 224 242 38,36 29,86 32,56 34,49
11 224 254 266 288 38,9 26,05 32,81 36,75
12 272 272 234 264 39,03 36,84 32,24 37,25
13 290 236 172 250 36,31 37,24 28,54 38,14
14 264 224 200 244 33,27 34,56 33,01 38,88
15 252 224 196 216 36,08 33,31 31,56 36,61
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ANEXO 9

Fotografias de la actividad biocontroladora de P. aeruginosa cepa J19 y de A.
succiniciproducens cepa TP22 contra Geotrichum candidum (A, B); Monilinia fructicola

(C, D); Fusarium oxysporum (E, F); Botrytis cinerea (G) y Macrophomina phaseolina

(H).
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ANEXO 10

Peso fresco de maiz variedad GSS3951 infectadas con Fusarium oxysporum.

N° Control Serenade CepaJ19 Cepa TP22
1 117,69 101,75 131,96 134,1
2 90,12 119,57 69,76 162,24
3 116,48 110,73 88,8 114,67
ANEXO 11

Fotografias microscopicas de Fusarium oxysporum (reaislamiento) a partir de plantas de
maiz variedad GSS3951 infectadas. A. Microconidias y macroconidias (flechas rojas). B.

Clamidospora. C. Fialides




91

ANEXO 12

Fotografias de los resultados de la actividad biocontroladora de Pseudomonas aeruginosa
cepa J19 y de Anaerobiospirillum succiniciproducens cepa TP22 contra Cenchrus

echinatus

Control
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Datos crudos de los resultados de la actividad biocontroladora de P. aeruginosa cepa J19 y de A. succiniciproducens cepa TP22 contra

Cenchrus echinatus

Longitud de la radicula de C. echinatus

Germinacién de C. echinatus

Cepa Cepa
N° Control %i%a _?Sgg N° Control ('j’]i%a ?Sgg N* Control %i%a TP22 N° Control %i%a TP22
1 124 35 34 31 3 (0] 0} 1 1 1 1 31 1 0} o
2 106 7 20 32 83 ¢ (6} 2 1 1 1 32 1 ¢ ¢}
3 109 2 6 33 71 (0] (0] 3 1 1 1 33 1 (0] (0]
4 87 3 34 34 4 (0] (0] 4 1 1 1 34 1 (0] (0]
5 68 2 2 35 4 (0] (0] 5 1 1 1 35 1 (0] (0]
6 49 34 2 36 4 (0] (0] 6 1 1 1 36 1 (0] (0]
7 37 5 78 37 49 O (0} 7 1 1 1 37 1 (0} (¢}
8 13 3 20 38 37 (0] (0] 8 1 1 1 38 1 (0] (0]
9 6 3 3 39 4 (0] (0] 9 1 1 1 39 1 (0] (0]
10 2 64 2 40 6 (0] (0] 10 1 1 1 40 1 (0] (0]
11 2 23 2 41 2 o o 11 1 1 1 41 1 O (¢}
12 14 2 6 42 o O (0} 12 1 1 1 42 o (0} (6}
13 15 (0] 4 43 o 0] (0] 13 1 o 1 43 o (0] (0]
14 34 (0} 3 44 0] (0] (0} 14 1 0] 1 44 0] (0} o
15 76 (0] 3 45 o (0] (0] 15 1 o 1 45 o o (0]
16 91 (0] 113 46 o (0] (0] 16 1 o 1 46 o o (0]
17 2 (0] 51 47 0] (0] (0] 17 1 0] 1 a7 0] 0] (0]
18 97 (0] 3 48 o (0] (0] 18 1 o 1 48 o (0] (0]
19 3 (0] 2 49 o (0] (0] 19 1 o 1 49 o o (0]
20 3 (0] 7 50 o o o 20 1 o 1 50 0] 0] (0]
21 2 (0] 3 51 0] (0] (0] 21 1 0] 1 51 o 0] (0]
22 2 (0] 6 52 o (0] (0] 22 1 o 1 52 o (0] (0]
23 2 (0] 8 53 o (0] (0] 23 1 o 1 53 o (0] (0]
24 62 (0] 3 54 o (0] (0] 24 1 o 1 54 o o (0]
25 23 (] 6 55 o o o 25 1 o 1 55 0] 0] (0]
26 19 (0] 4 56 o 0] (0] 26 1 o 1 56 o (0] (0]
27 4 (0] 3 57 o (0] (0] 27 1 o 1 57 o (0] (0]
28 2 (0] 3 58 o o (o] 28 1 o 1 58 0] (0] (0]
29 2 (0] o 59 o o (o] 29 1 0] (0] 59 0] 0] (0]
30 6 (0] 0] 60 o (0] (0] 30 1 o (0] 60 o (0] (0)
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ANEXO 14

Medios de cultivos utilizados en el presente estudio

Medio King's B (1L)

Peptona

Glicerol

MnSOg4

K2HPO4

Agar

209
11,4 mL

15

15

15¢

Medio Caldo Nutritivo modificado (1L)

Peptona de caseina

Extracto de levadura

Agar

5¢
39

15¢




Continuacion del anexo 14

Medio O/F (1L)

NaCl 59
Triptona 29
K2HPO4 03¢
Azul de bromotimol 0,08 g
Agar 24

Se distribuye 4,5 mL de medio a tubos y se agrega 500 L de la fuente de carbono.

Fuente de carbono (volumen final 50 mL para cada uno)

L-Asparagina 59 D-Rafinosa 59
D-Glucosa 59 D-Manitol 50
D-Galactosa 59 D-Sorbitol 50
D-Celobiosa 59 D-Inositol 50
D-Melibiosa 59 Lactosa 59
D-Fructosa 59 Sacarosa 50

D-Ramnosa 59
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ANEXO 15

Medios y reactivos para la caracterizacion funcional de las bacterias

Produccién de auxina

Reactivo de Salkowski (1L)
FeCls (0,5M) lg/L
HCIO4 (35%) 50¢g/L

Produccidon de proteasas

Agar leche descremada (L)

Leche descremada 28 ¢
Hidrolizado de caseina 59
Extracto de levadura 2590
Glucosa 19

Agar 15¢




Fijacion de nitrégeno

Medio semisolido NFb (1L)

Acido malico 5¢ Mezcla de azul de bromotimol 2mL
K2HPO4 0,59 Agar (Semisolido) 189
MgSO4™* 7H2° 0,29 Solucion de micronutrientes 2 mL
NaCl 019 Fe EDTA al 1,64% 4 mL
CaCl2* 2H20 0,029 Solucion de vitaminas 1mL
Mezcla de azul de bromotimol (volumen final 50 mL)
KOH 0,225 g
Azul de bromotimol 0,25¢g
Solucion de vitaminas (1L)
Biotina 100 mg
Pyridoxal HCI 200 mg
Solucién de micronutrientes (1L)
CuSO4* 5H20 0,049 H3BO3 1449
Na:MoOs * 2H20 1g MnSO4* H20 1,175¢g

ZnS0O4* 7TH20 0,129

96



Solubilizacion de fosfato

Medio Pikovskaya (PVK) para 1L

Extracto de levadura 0549
Glucosa 10g
Fosfato de Calcio 59

Sulfato de aménio 05¢g
Cloruro de potasio (KCI) 0,2¢
MgSO4 * 7 H20 0,19
Stock MnSO4 + FeSO4 01g
Agar 15¢

Stock MnSO4 + FeSOs4

MnSO4 y lg/L

FeSO4 lg/L

Produccién de quitinasas

Agar quitina coloidal (1L)

Quitina coloidal (quitina+ HCI) 1L K2HPO4
Extracto de levadura 05¢9 Agar

MnSO4 19 pH

1,36 g

159
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Produccién de celulasas

Agar CMC (1L)

CMC
Peptona

Urea
K2HPO4
(NH4)2S04
CaCl;
MnSQO4

ZnS04* 7 H0
CoCl,

FeSOq4
MnSOg4

Agar

109

lg
03¢

98
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