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Capitulo 1 Introduccion, hipdtesis y objetivos

1.1 INTRODUCCION
1.1.1. EL HOLOBIONTE VEGETAL COMO ENTIDAD FUNCIONALY EL ROL DE LA MICROBIOTA

Los microorganismos son las formas de vida mas diversas (Lennon y Locey 2020) y las mas abundantes
después de las plantas (Bar-On et al., 2018); se estima que constituyen alrededor de un 20% de la biomasa de
la Tierra representada en un 75 % por bacterias; habitan casi todos los entornos imaginables y comprenden la
mayor parte de la diversidad organica y evolutiva del planeta. En la naturaleza, plantas y animales (incluido el
hombre) estan asociados con diversos microorganismos tales como arqueas, bacterias, hongos y protistas
(Rosenberg y Rosenberg, 2022). Durante los ultimos 500 millones de afios, junto con la evolucidn y diversifi-
cacién de animales y plantas, los microorganismos desarrollaron varios mecanismos para colonizar y proliferar
sobre y dentro de estos hospederos gracias a su alta diversidad genética y metabdlica, pudiendo establecer
una amplia gama de interacciones beneficiosas, neutras o perjudiciales (Berg et al., 2020). Tal es asi, que macro
y microorganismos han co-evolucionado hasta tal punto que los fenotipos individuales de los macroorganis-
mos se ven como resultado de estas interacciones complejas que resultan de la expresion combinada del hos-
pedero y los genomas microbianos asociados. Esto ha llevado a la generalizacién de los conceptos de holo-
bionte —entidad funcional conformada por el hospedero multicelular y los microorganismos asociados—y ho-
logenoma —la suma de la informacidn genética del holobionte— (Rosenberg y Rosenberg, 2022). En cuanto al
componente microbiano del holobionte se lo ha denominado con el término microbiota, y es considerada el
conjunto de microorganismos que habita un ambiente determinado. Las investigaciones en los temas relacio-
nados a estos términos abarcan diferentes campos y han evolucionado muy rapidamente en las ultimas déca-
das convirtiéndose en topicos de gran interés publico y cientifico. Este rdpido crecimiento no fue acompafiado
de consenso en cuanto al uso de los términos microbiota y microbioma, ya que en muchos casos se usan como
sinébnimos y en otros, si bien se definen de manera diferente, existen discrepancias principalmente en la defi-
nicion del término microbioma. En este trabajo, no utilizaremos los términos como sindnimos y considerare-
mos una definicion de microbioma basada en la dada por Whipps y colaboradores en 1988 y mejorada por
Lederberg (2001) considerando los ultimos desarrollos tecnoldgicos, y que se menciona en la literatura como
la mas citada: un microbioma dentro de un contexto ecoldgico, se define como una “comunidad de microor-
ganismos comensales, simbidticos y patdégenos dentro de un cuerpo, espacio u otro entorno”, es decir, en un
habitat razonablemente bien definido con determinadas propiedades (Berg et al., 2020). En el caso del holo-
bionte vegetal, la microbiota asociada se denomina fitomicrobiota. Si bien las plantas han desarrollado sus
propias estrategias para crecer, desarrollarse y sobrellevar los estreses bidticos y abidticos que deben superar
en la naturaleza, han delegado a su fitomicrobiota ciertas funciones relacionadas con la nutricion y la salud
vegetal, tales como la regulacion de los niveles hormonales del vegetal para estimular el crecimiento, la mo-
vilizacidn de nutrientes, la supresidn de enfermedades —por ejemplo, por induccién de resistencia sistémica—
la mayor tolerancia al estrés abidtico, entre otras (Lyu et al 2021). Durante casi un siglo, los cientificos han
informado sobre la importancia de la microbiota del suelo (Waksman, 1927); sin embargo, hasta hace poco
tiempo se subestimaba la complejidad de la fitomicrobiota. El interés por la microbiota vegetal se convirtio
en un hot spot de las investigaciones cuando la edicién de agosto de 2012 de la revista Nature dedicé un

comentario y su portada a dos articulos —Bulgarelli et al., 2012; Lundgberg et al., 2012— describiendo la

17
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microbiota bacteriana de la raiz de la planta Arabidopsis thaliana, estudios que definieron su importancia y
los estandares metodoldgicos para futuras investigaciones (Chialva et al., 2022). Un aumento abrupto en re-
lacién al estudio de la fitomicrobiota ha sido plasmado en una multitud de articulos publicados (>99% de los
articulos sobre este tema se publicaron después de 2012, Chialva et al., 2022), en relacion tanto a ambientes
naturales como ecosistemas agricolas manejados intensivamente, mostrando el interés cada vez mayor en
estos temas (palabras claves: plant microbiota, Buscador PubMed del National Center for Biotechnology In-
formation, NCBI) (Figura 1.1.1a).

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Pmeed © plant microbiota

ESLLTE BV E 12,395 results Page | 1 of 1,240 >  »

| IL II

1979 2012: 183 2022: 2482

Figura 1.1.1a Resultados de la busqueda plant microbiota en la biblioteca del NCBI que muestra el aumento de las
publicaciones sobre el estudio de la microbiota de las plantas en los ultimos 10 afios.

Estas interacciones entre las plantas y su fitomicrobiota no son unidireccionales, las plantas también pro-
porcionan un habitat adecuado para el crecimiento de los microorganismos, proveyendo nutrientes y un am-
biente favorable para su desarrollo, no sélo en su superficie sino también en su interior. Ademas, la salud y el
desarrollo de las plantas estan estrechamente ligados a la salud del suelo en el cual crecen, que también estd
ligada a su microbiota (Wall et al., 2015). En estos ambientes, la diversidad microbiana resulta esencial para
garantizar los ciclos de nutrientes y los procesos de descomposicion del material orgdnico, mediante procesos
de oxidacién, reduccion, degradacién y mineralizacion, asi como por interacciones inter e intraespecificas re-
guladas por los microorganismos que los habitan. En el contexto de la agricultura, la productividad y el rendi-
miento de los cultivos dependen del éxito del holobionte vegetal, de manera que la actividad y diversidad de
la microbiota asociada a las plantas y al suelo circundante constituyen algunos de los condicionantes de la

estabilidad y funcionamiento de los agroecosistemas (Lyu et al., 2021).

Debido al gran potencial de las comunidades microbianas del holobionte vegetal para mejorar el creci-
miento y la salud de las plantas, en las Ultimas décadas se ha puesto énfasis en las investigaciones acerca del

rol de estas comunidades microbianas con idea de responder preguntas tales como:
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éCudles son los microorganismos que se asocian a las plantas?
éDonde estdn ubicados?
¢De donde provienen los microorganismos que habitan cada microhabitat vegetal?
¢Cudl/es son los factores que afectan la composicién de esta microbiota vegetal?
¢Como interactuan con la planta?
¢Queé funciones estan llevando a cabo?
¢Puede modificarse la microbiota vegetal para mejorar el crecimiento de las plantas?

é¢Existe un microbioma ideal para un holobionte vegetal?

Teniendo en cuenta el objetivo de este trabajo, la revisién bibliografica de aqui en adelante se enfocé es-
pecificamente en la microbiota bacteriana asociada a un determinado microhdbitat, con énfasis en aquella
gue establece interacciones beneficiosas con las plantas para mejorar la sustentabilidad de los agroecosiste-

mas.

1.1.2. MICROHABITATS DEL HOLOBIONTE VEGETAL Y FACTORES QUE MODULAN LAS COMU-
NIDADES BACTERIANAS ASOCIADAS

El creciente interés en el estudio de la microbiota bacteriana asociada a las plantas, que en un principio fue
descriptivo, actualmente también esta dirigido hacia el conocimiento de los factores que las modulan (Arif et
al., 2020; Chialva et al., 2022). Tal como se menciond previamente, las bacterias tienen la capacidad de colo-
nizar las plantas en sus diferentes microhdbitats, tanto en entornos naturales como agricolas, los cuales pue-

den describirse como:

= Rizosfera, descripta inicialmente por Hiltner en 1904, se circunscribe a una delgada capa de suelo
que rodea el sistema radical de las plantas y esta activamente influenciada por su actividad meta-

bélica.
= Rizoplano: tejidos superficiales de las raices de las plantas.

= Filoplano: tejidos superficiales de érganos aéreos (tallo, hojas, flores, frutos, estomas, tricomas).
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= Endosfera: tejidos internos de los diferentes érganos vegetales (raiz, tallo, hoja, fruto, semilla),
tanto en espacios intercelulares como intracelulares, habitados por microorganismos denominados

enddfitos! (Hardoim et al., 2015).

Los diferentes microhabitats del holobionte vegetal estdn determinados por caracteristicas propias que dan
origen a una gran diversidad de nichos ecoldgicos? Unicos, y estdn colonizados por microorganismos que con-
siguen adaptarse a dichos entornos, dando lugar a complejas comunidades microbianas de estructura y fun-
cionalidad especificas (Figueiredo Santos y Lopes Olivares, 2021; Fitzpatrick et al., 2020). Tal como se definira
mas adelante en este capitulo, estas comunidades bacterianas se caracterizan en cuanto a su cantidad de
integrantes (abundancia), a cuales son sus integrantes (composicién), a cuantos integrantes distintos hay (ri-
gueza) y en qué proporcion estan (abundancia relativa). En la Figura 1.1.2a se muestran los diferentes mi-
crohdabitats vegetales y se mencionan los factores bidticos y abidticos que influyen sobre sus caracteristicas, y

gue pueden modular la microbiota bacteriana asociada, los cuales se describen a continuacién:

=  Factor vegetal:

- La especie y el genotipo de la planta (Lechuga, Lactuca sativa; Tomate, Solanum lycopersicum en sus

distintas variedades genéticas: var. cerasiforme, var. esculentum, var. grandiflorum).
- Eltipo de érgano vegetal (raiz, tallo, hoja, peciolo, sépalo, pétalo, semilla).

- La edad y el estado fenologico de las plantas (plantas jévenes o adultas; en estado vegetativo, flora-

cién, senescencia, etc.).

- El estado hidrico, nutricional y sanitario de la planta (si presenta estrés hidrico o por falta de nutrien-

tes).
=  Factor geogrdfico:

- La ubicacion geogrdfica en sus distintas escalas —global, regional, local- determina variables como el
relieve, la altitud, la cercania a cursos de agua, etc., que modifican tanto la ocurrencia y magnitud de
las variables ambientales, asi como las caracteristicas locales determinantes (tipo de suelo, floray fauna

predominante, etc.) y la microbiota del entorno.

1 La etimologia del término endéfito deriva del griego endon (dentro) y phyton (planta), haciendo referencia al interior de los tejidos
vegetales.

2En sentido amplio, no sélo refiere al espacio fisico ocupado por un organismo (nicho espacial o de habitat), sino también a su papel
funcional en la comunidad (nicho tréfico) y a su posicidn en los gradientes ambientales de temperatura, humedad, pH, suelos, etc.
(nicho multidimensional o de hipervolumen) (Polechova y Storch, 2018)
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=  Factor climdtico:

- Las condiciones ambientales (temperatura, humedad, viento, precipitaciones, heliofania, radiaciones,

etc.).

=  Factor eddfico:

- Las caracteristicas fisico-quimicas del suelo (estructura y tipo de suelo, densidad, pH, conductividad
eléctrica, salinidad, etc.) y biolégicas del suelo (meso y macro fauna, comunidades microbianas, etc.).
Las variables climdticas, la geomorfologia y el tipo del suelo dependen en gran medida del contexto,

estando determinados por la ubicacién geogrdfica.

= Factor antropogénico:

- La actividad agropecuaria, afectando no solo por la practica en si (intensidad y tipo de practicas agri-
colas, siembra directa/labranza tradicional; manejo regenerativo/organico/agroecolégico/convencio-
nal; inoculacién con bioinsumos microbianos; fertilizacidn; abonado; rotacién de cultivos), sino también

por tener injerencia sobre los otros factores con consecuencias inmediatas o en el mediano-largo plazo.

Las plantas incorporan activamente microorganismos de diferentes reservorios microbianos incluso del
aire/agua circundante, pero numerosos estudios indican que el suelo es la principal fuente ambiental de las
comunidades bacterianas asociadas a plantas, siendo las raices el 6rgano de la planta mas colonizado (Chialva
et al., 2022). De acuerdo a esto, la dindmica de las comunidades bacterianas de las raices se daria principal-
mente por transferencia horizontal desde el medio ambiente del suelo. Sin embargo, se ha comprobado que
las semillas son una fuente importante de microorganismos y que muchos integrantes de las comunidades
bacterianas de los fitomicrobiomas surgen por transferencia vertical desde las semillas hacia otros nichos de
la raiz o de la parte aérea de las plantas en desarrollo (Chialva et al., 2022; Kandel et al., 2017; Mitter et al.,
2017).

Una mejor comprensién de la dindmica de las comunidades bacterianas del eje suelo-rizosfera-endosfera
de la microbiota proporcionara valiosa informacién para el disefio de estrategias que permitan su manipula-
cién para un mejor aprovechamiento de sus servicios ecosistémicos y asi mejorar la produccién de los cultivos

agricolas en linea con una agricultura sustentable.
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Figura 1.1.2a Holobionte vegetal y factores que afectan la abundancia, composicion y estructura de la microbiota
bacteriana que coloniza los distintos microhabitats vegetales subterraneos y aéreos.

Los factores mencionados tienen una implicancia directa sobre las comunidades bacterianas asociadas a las
plantas por influir en el crecimiento y desarrollo vegetal, e indirecta por influir sobre el sistema suelo modifi-
cando tanto las variables bidticas como abidticas. A continuacién, se mencionara que factores pueden tener
un mayor impacto sobre las comunidades bacterianas de los diferentes microhabitats del entorno de las plan-
tas, haciendo foco en aquellos factores que estén vinculados con el impacto del hombre o que el hombre

pueda modificar (factor clima/geografico afectaran a todos los microhabitats).
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1.1.2.1 Elsueloy su microbiota

El suelo ha sido descripto como el mayor reservorio de diversidad microbiana conocido (Bender et al., 2016).
Las bacterias son una parte muy importante de los microorganismos que habitan el suelo (alrededor del 95%
del total) (Glick et al., 2012). Es considerado un sistema vivo complejo donde tiene lugar la transformacién de
la materia y el ciclo de los elementos quimicos, ademas de regular la calidad del agua y del aire (Wall et al.,
2019). La biota del suelo es de importancia fundamental para el mantenimiento del equilibrio en los ecosiste-
mas tanto naturales como en agroecosistemas (Bender et al., 2016). Los microorganismos del suelo propor-
cionan nutrientes al suelo al mineralizar materia organica, contribuyen a la estabilidad estructural de los agre-
gados del suelo, suprimen patdgenos de plantas transmitidos por el suelo y, como consecuencia, afectan la
salud de las plantas y el rendimiento de los cultivos (Nielsen et al., 2011). En este sentido, los estudios de
diversidad microbiana del suelo han recibido una atencién creciente, y se afirma que existe una correlacién
positiva entre la biodiversidad de microorganismos vy la estabilidad y funcionamiento del ecosistema, especial-
mente determinada por la funcionalidad de los taxones: a medida que aumenta la diversidad de microorga-
nismos que aportan distintas funciones al ecosistema, la estabilidad y el funcionamiento mejora, aunque hasta
cierto punto donde comienza a existir redundancia funcional y aumentos adicionales de biodiversidad no pro-
vocan una mejora directa (Nielsen et al., 2011; Pierre-Alain Maron et al., 2018)). Una mayor diversidad micro-
biana mejora la salud del sistema suelo y junto con ello la posibilidad de obtener mds y mejores servicios

ecosistémicos®.

La composicion de las comunidades bacterianas del bulk del suelo se ve afectada en gran medida por fac-
tores abidticos del suelo que en orden decreciente de importancia relativa serian: el pH, la materia orgdnica,
el oxigeno del suelo y el estatus rédox, la disponibilidad de Nitrégeno y Fésforo, la textura y estructura, (Fierer,
2017), asi como de factores biéticos del suelo (otros macro y microorganismos habitantes del suelo). Por lo
tanto, cualquier accion del hombre que modifique los parametros fisico-quimicos-bioldgicos del suelo afectara

de manera indirecta su microbiota bacteriana.

En los ultimos afios, ha habido un gran interés sobre cémo las préacticas dominantes de manejo de los culti-
vos, como la labranza, la fertilizacién quimica y el uso de fitosanitarios, afectan la composicién taxondmica y
la diversidad microbiana del suelo (Barros-Rodriguez et al., 2021; Gupta et al., 2022). En general concluyen
que se ha producido una disminucidn significativa de la calidad del suelo en todo el mundo debido a la salini-
zacion, contaminacion por metales pesados y xenobidticos, la reduccién del carbono orgénico del suelo y la
pérdida de supresién natural del suelo hacia patégenos de plantas (Meena et al; 2020). Esta pérdida de calidad
del suelo ha sido correlacionada con una disminucién de la diversidad de macro y microorganismos (Bender

et al., 2016; Fierer, 2017; Figuerola et al., 2015; Gupta et al., 2022).

3 servicios ecosistémicos: son el vinculo conceptual entre los ecosistemas, sus componentes y procesos, y los beneficios que las so-
ciedades obtienen de los mismos (Boyd y Banzhaf, 2007).
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1.1.2.2 Microhdbitat radical y su microbiota

El entorno radical (rizosfera, rizoplano, rizoendosfera) de las plantas es el sitio primario de interaccién
planta-bacteria, ya que representa la zona de intercambio directo entre el vegetal y el suelo. Las raices produ-
cen exudados radicales, contribuyen al intercambio de gases y de nutrientes inorgdnicos, desprenden células
de la cubierta de la raiz y mucilago de polisacdridos, e influyen considerablemente sobre la actividad bioldgica
del suelo y su estructura generando un efecto atrayente sobre los microorganismos conocido como efecto
rizosférico (Compant et al., 2019). Los exudados radicales comprenden grandes cantidades de carbono fijado
fotosintéticamente que contienen una amplia gama de moléculas como carbohidratos, aminodcidos, iones de
acidos organicos y vitaminas. Por todo lo mencionado, las raices en su conjunto cominmente albergan la ma-

yor cantidad de microorganismos cuando se compara con el resto de los ambientes:

e El nimero de bacterias en la rizosfera suele ser varios érdenes de magnitud mas alto en comparacién
con el bulk del suelo: 10°-10' bacterias por gramo de rizosfera (Figura 1.1.2b) (Chialva et al., 2022; Fi-

gueiredo Santos y Olivares, 2021; Reinhold-Hurek et al., 2015), abundancia atribuida al efecto rizosférico.

e Las células bacterianas dentro de entornos endofiticos de raices alcanzan valores de 10* -108 UFC (Uni-
dades Formadoras de Colonias) por gramo de raiz, que es considerablemente menor en comparacion con
el bulk del suelo y la rizosfera (Bulgarelli et al., 2013). Esto sugiere que las raices de las plantas actian como
barreras efectivas que restringen el ingreso de ciertos microorganismos a medida que los ambientes se
desvian del suelo a las raices, regulando asi las comunidades microbianas que son progresivamente mas

acotadas (Liu et al., 2017) (Figura 1.1.2b).

e De esta cantidad de microorganismos solo un pequefio porcentaje han podido ser cultivados en los
medios estdndares, mientras que el resto se registra como no cultivable pero detectable por métodos mo-

leculares (Bacterias Viables No Cultivables) (Lagos et al., 2015).

En cuanto a la composiciéon y la estructura de la microbiota del entorno radical hay diversos factores que

las pueden modular en diferente medida (Hacquard, 2016; Reinhold-Hurek et al., 2015):

e Comparando suelo con y sin la presencia de la planta se observé que coinciden en que la diversidad y
la riqueza de especies en rizosfera es similar o apenas menor respecto al bulk de suelo, pero la composicion
taxondmica determina diferencias entre las comunidades de ambos microhabitats, denotando un enrique-

cimiento de la rizosfera en ciertos taxones especificos (Turner et al., 2013).

e Distintas especies de plantas cultivadas en un entorno de suelo similar permitieron el establecimiento
de comunidades bacterianas significativamente diferentes tanto en la rizosfera como en el interior de las

raices, donde la morfologia de las raices y el tipo de rizodepdsitos tuvieron un rol predominante en la
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seleccidn de la microbiota de las plantas (Chaparro et al., 2014; Hartmann et al., 2009; Reinhold-Hurek et

al., 2015).

e Ensayos con mads de 600 plantas de Arabidopsis thaliana evidenciaron que la microbiota de la rizosfera
y de la endorizosfera de las plantas cultivadas en condiciones controladas en suelos naturales fue suficien-
temente dependiente del genotipo de la planta hospedera y permanecié sin modificaciones consistentes

en diferentes tipos de suelo y etapas de desarrollo (Lundgberg et al., 2012).

El analisis de numerosos estudios ha permitido proponer un proceso de enriquecimiento de tres pasos para
describir la dindmica de las comunidades bacterianas del entorno radical, que inicia en el bulk del suelo y
culmina en la endosfera radical (Figura 1.1.2b) (Bulgarelli et al., 2013; Liu et al., 2017; Reinhold-Hurek et al.,
2015):

Efecto del genotipo vegetal

Efecto del factor eddfico
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Figura 1.1.2b Modelo de enriquecimiento bacteriano de 3 pasos para los microhabitats radicales (1. Desde el bulk de

suelo hacia la rizosfera; 2. Desde la rizosfera hacia el rizoplano; 3. Desde el rizoplano hacia la rizoendosfera). Adaptado
de Reinhold-Hurek et al., 2015.

Desde el bulk de suelo hacia la rizosfera: las bacterias del suelo son reclutadas por las raices de las plantas,

por ello la microbiota del suelo —y por ende los factores que la modifican— serd determinante en la composi-
cion y estructura de la microbiota de la rizosfera. En esta primera etapa predominan los gradientes de exuda-
dos radicales, moléculas sefales, variaciones de pH, niveles de O,. El genotipo y la especie vegetal empiezan

a tener una pequenfa influencia sobre las poblaciones microbianas que son atraidas hacia la rizosfera.
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Desde la rizosfera hacia el rizoplano: ocurre una seleccion mas pronunciada de la comunidad, y el genotipo

vegetal tiene una influencia mas significativa. La formacién de biofilms* o los mecanismos de adhesién espe-

cificos entran en juego en este paso del enriquecimiento.

Desde el rizoplano hacia la rizoendosfera: |la especie y el genotipo vegetal influyen en mayor medida en la

estructura de la comunidad endorizosférica en comparacidn con los otros compartimentos, y se requieren
rasgos bacterianos especificos para el ingreso y establecimiento dentro del mismo. El microbioma en la en-
dosfera de la raiz es significativamente menos diverso que los microbiomas en la rizosfera y el bulk del suelo

(Liu et al., 2017) con comunidades bacterianas mas especificas.

Lo expuesto anteriormente resalta la importancia del suelo y los microorganismos que lo habitan, sobre los
cuales ejercera la presion de seleccion el vegetal para definir su fitomicrobiota asociada. En este sentido y
como se menciond previamente, la inevitable modificacion —en mayor o menor medida— de la microbiota del
bulk del suelo a causa de la actividad antropogénica en los agroecosistemas puede afectar sobre las caracte-

risticas de la fitomicrobiota.

1.1.2.3 Microhdbitats de drganos vegetales aéreos y su microbiota

Los microhabitats de los drganos aéreos de las plantas han sido comparativamente menos estudiados res-
pecto a los subterraneos. Se han encontrado grandes diferencias respecto a las caracteristicas descriptas con

los microhdbitats del entorno radical (Rilling et al., 2018).

La filosfera representa probablemente uno de los microhdabitats mas grandes de la Tierra, siendo la super-
ficie de las hojas las que mas contribuye a dicha caracteristica (Bulgarelli et al., 2013). Las bacterias son las que
mayormente predominan en la filosfera por sobre hongos y arqueas, alcanzando poblaciones de hasta 108-107
células cm™ (Lindow y Brandl, 2003), aunque estas comunidades bacterianas resultan menos complejas en
comparaciéon con otros microhabitats vegetales (Delmotteet al., 2009). Esto ultimo, tal vez atribuido a que los
microorganismos colonizadores de la filosfera se encuentran en un ambiente mas hostil que la rizosfera, ya
gue tienen una exposicion mas directa a los fendmenos ambientales y sus fluctuaciones (radiacion, tempera-
tura, humedad, viento) asi como un menor acceso a nutrientes, lo que hace que sean factores fuertemente
determinantes en la composicion y estructura de estas comunidades bacterianas (Sivakumar et al., 2020).
Estos factores mencionados estaran determinados por la ubicacion geogrdfica y estacion del afio, que defini-
ran la ocurrencia, magnitud y amplitud de las variables ambientales (Bao et al., 2020). Estudios en cultivos de
cereales, asi como en especies lefiosas han mostrado que, la especie y el genotipo vegetal modulan las comu-
nidades bacterianas de la filosfera (Laforest-Lapointe et al., 2016; Sapkota et al., 2015). Se ha reportado que

los microorganismos que llegan a la filosfera provienen mayormente del aire, del agua y del suelo, usando la

4 biofilm: se define como una comunidad estructurada por células microbianas firmemente adheridas a una superficie y embebidas
en una matriz compuesta por sustancias poliméricas extracelulares (Karygianni et al., 2020).
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lluvia y el viento como transporte (Bulgarelli et al., 2013). Los insectos, las plantas cercanas e incluso ciertas
practicas agricolas (poda, cosecha, riego), pueden contribuir en el traslado y deposicién de microorganismos
en la filosfera (Kumar et al., 2017). La interaccidn planta-bacteria en la filosfera parece tener lugar Unicamente
en la superficie vegetal inmediata: si bien la cuticula y las moléculas de la pared celular de la planta en principio
proporcionan abundante materia organica para el crecimiento bacteriano, los compuestos organicos solubles
son escasos; esto determina que la liberacion de exudados no sea un factor regulador clave de las comunida-
des bacterianas de la filosfera como si lo es en |a rizosfera (Bulgarelli et al., 2013). La colonizacidn en la filosfera
suele estar asociada a ciertas estructuras vegetales como tricomas y estomas, y también a la zona inmediata

inferior de la cuticula donde forman pequefios agregados e incluso biofilms bacterianos (Whipps et al., 2008).

En cuanto a los microorganismos que habitan la endosfera de los érganos aéreos, pueden ingresar a través
de estructuras como estomas, flores e incluso roturas naturales (Compant et al., 2011), pero no son la Unica
via de ingreso a dicho microhdbitat, ya que también se ha descripto que gran parte de los endéfitos se traslada
desde la rizoendosfera a distintos compartimentos internos aéreos via xilema (Compant et al., 2019). Al igual
gue para el entorno radical, los compartimentos endofiticos de érganos vegetales aéreos se encuentran fuer-
temente regulados por el genotipo y la especie de la planta, encontrdndose diferencias entre las comunidades
bacterianas de la filosfera respecto a las enddfitas, incluso tratdandose del mismo drgano vegetal (Campisano
et al., 2014). Las investigaciones centradas en las bacterias enddfitas y los diferentes compartimentos endofi-
ticos vegetales han establecido claras diferencias entre las comunidades bacterianas presentes, resaltando el

fuerte fendmeno de compartimentalizacion de los érganos vegetales (Dong et al., 2019).

1.1.2.4 Microhdbitats de la semilla y su microbiota

En la ultima década se ha destacado la importancia de la semilla como drgano encargado de transmitir una
microbiota especifica de generacidn en generacién, por transmision vertical, asegurando de alguna forma la
presencia de ciertos taxones bacterianos colonizando una determinada especie vegetal (Mitter et al., 2017,
Omomowo y Babalola, 2019; Shade et al., 2017). Los microhabitats de la semilla poseen caracteristicas parti-
culares, como la baja actividad acuosa y acumulacion de reservas, que determinan que la microbiota asociada
tenga ciertos rasgos particulares como tolerancia a una alta presidon osmética o la formacién de endosporas
(Compant et al., 2011). La actividad amilasa, el uso de fitato, la movilidad, metabolismo de la ruta del etileno,
entre otros, son actividades detectadas en la microbiota bacteriana de la semilla (Johnston-Monje y Raizada,
2011). Las bacterias que habitan tejidos internos de la semilla —el embrion o el endosperma-— tienen mas pro-
babilidades de colonizar los nuevos plantines respecto a aquellos que habitan la cubierta exterior (pericarpio),
debido a la mayor exposicidn a las condiciones ambientales que estas ultimas enfrentan (Barret et al., 2016).
Una vez que la semilla alcanza el suelo y absorbe agua para comenzar el proceso de germinacion, se liberan
en el entorno seminal —denominado espermosfera— una diversidad de metabolitos (acidos organicos, aminoa-
cidos, lipidos y carbohidratos). Esto permite atraer a ciertos microorganismos del suelo para comenzar a esta-

blecer una asociacion temprana en la semilla, y estos microorganismos que provienen del entorno del suelo
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deberan competir con aquellos que ya estan presentes en la semilla (Kumar et al., 2019). Algunos autores
mostraron que las poblaciones bacterianas endéfitas (del orden de 102 células g!) estdn determinadas princi-
palmente por la especie y el genotipo vegetal en la seleccion de sus habitantes, siendo los filos Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, y Bacteroidetes los predominantes (Wassermann et al., 2019). La asociacién de
semillas sanas con fuentes ambientales de microorganismos (suelo, rizosfera, filosfera y medio ambiente) ase-
gura la germinacidn, el establecimiento tempranoy el vigor de las plantulas en las etapas iniciales de desarrollo
(Rodriguez et al. 2020). Las bacterias de la semilla pueden colonizar diferentes partes de la planta por trans-

misién vertical (Kavamura et al., 2019).

Todo esto denota que si bien se han identificado factores individuales que ejercen efectos sobre la micro-
biota asociada a los distintos microhabitats de las plantas, su accién y efecto no es individual sino que existen

intrincadas interacciones que determinan el resultado de sus variaciones.

Las comunidades bacterianas en todos estos diferentes microhabitats mencionados se han especializado y
son distintivas taxondmicamente (Reinhold-Hurek et al., 2015). Tal es asi, que existen microorganismos que
estan estrechamente asociados con una determinada especie de planta o genotipo, independientemente del
suelo y las condiciones ambientales, a los cuales se los identifica como ‘microorganismos centrales’ o con el
término ‘core microbiome’ (Lemanceau et al., 2017; Toju et al., 2018). Por ejemplo, comunidades bacterianas
endofitas de la raiz presentaron perfiles taxondmicos notablemente similares en plantas de Arabidopsis tha-
liana cultivadas en cuatro suelos diferentes en dos continentes (Lundberg et al., 2012). El core microbiome es
un término ampliamente utilizado debido a su relevancia para la investigacion ecoldgica y bioldgica para ca-
racterizar la microbiota de diversidad de ambientes, pero es otro término con el cual no hay un consenso
respecto a su definicidén. A los microorganismos que componen el core se los ha identificado como taxones
gue contienen genes de funciones claves para el desarrollo pleno del holobionte vegetal (Lemanceau et al.,
2017). Por el contrario, los taxones microbianos asociados a las plantas que se encuentran presentes en baja
abundancia y suelen variar segun las caracteristicas del sitio se denominan taxones satélite, cuya presencia se

da en funcién del alcance geografico, la abundancia local y la especificidad del habitat (Compant et al., 2019).

1.1.3. ROL BENEFICO DE LA MICROBIOTA BACTERIANA ASOCIADA A LAS PLANTAS

Las bacterias rizosféricas benéficas han sido foco de estudio desde hace mas de 100 afios con el descubri-
miento de la fijacién bioldgica de nitrogeno por Beijerinck en 1901 (Soriano, 1978). Debido a su rol activo en
el crecimiento vegetal desde 1978 se utilizan las siglas PGPR, del inglés Plant-Growth Promoting Rhizobacteria,
para referirse a las bacterias beneficiosas asociadas con las raices (Kloepper y Schroth, 1978). Mas tarde, Bas-
han y Holguin (1998), las denominaron bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPB, del inglés Plant-
Growth-Promoting Bacteria como término mas inclusivo ya que se extiende a todas las bacterias que puedan
promover el crecimiento vegetal independientemente del microhdabitat que colonicen, y comprende también

bacterias endofiticas, bacterias de la filosfera y bacterias asociadas a microalgas (de-Bashan et al., 2020). Tal
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como se ha comentado previamente, estas interacciones benéficas promueven el crecimiento vegetal mejo-
rando la resistencia de la planta hospedera a una amplia variedad de estreses bidticos o abiéticos —incluidas
enfermedades, sequia, salinidad, metales pesados, toxinas—aumentando la disponibilidad de nutrientes, ade-
mads pueden mejorar indirectamente la fertilidad y la calidad del suelo al sustituir al menos parcialmente el
uso de insumos quimicos (Orozco-Mosqueta et al., 2021), entre otros. Estos efectos son el resultado de diver-
sos mecanismos de promocion del crecimiento, los cuales han sido clasificados como directos —liberacién de
sustancias sintetizadas por los microorganismos o ayuda en el ingreso de nutrientes a las plantas desde el
ambiente— e indirectos —disminuyen o previenen la accién de patégenos por produccién de sustancias o por

incrementar la resistencia natural del vegetal a diferentes situaciones de estrés (Glick, 2012)- (Figura 1.1.3a).

Estimulan el crecimiento vegetal

- Fijacién biolégica de nitrégeno

- Produccién de fitohormonas

- Solubilizacién de fosfatos

- Mineralizacion de compuestos orgénicos

.

Proteccion contra estrés biotico

- Produccién de sideréforos

- Produccién de HCN

- Produccién de antibidticos

- Produccién de enzimas liticas

- Desencadenantes de la ISR vegetal

del crecimiento vegeta

Proteccion contra estrés abiotico
- Moduladores de especies reactivas del oxigeno «—
- Produccién de ACC-deaminasa

Figura 1.1.3a Mecanismos de accion de las PGPB. Adaptada de Goswami et al., 2016.

Algunas bacterias pueden presentar mas de un mecanismo de promocion del crecimiento vegetal, pero lo
gue es fundamental para que dicha actividad se vea reflejada en una promocion del crecimiento vegetal efec-
tiva es que deben ser colonizadores competentes del microhabitat vegetal en el que se desarrolle dicha fun-

cion (Compant et al., 2010).

1.1.4. PGPB CON CARACTER ENDOFITICO Y SUS VENTAJAS

Las PGPB capaces de colonizar tejidos internos de los vegetales son las llamadas PGPB endéfitas (Santoyo
et al.,, 2016), y han sido foco de estudio debido a las ventajas ecoldgicas que tienen respecto a las bacterias

rizosféricas, ya que:

e Establecen un intercambio mds directo de metabolitos con la planta, ya que la endosfera representa
un habitat de interacciéon intima con ésta (Hardoim et al., 2015).
e No compiten por nutrientes con la gran diversidad de microorganismos del suelo.

e Estan protegidas de los cambios ambientales (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006).
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Estas ventajas les dan la posibilidad de interactuar de una manera mas eficiente con el hospedante. Por este
motivo, sumado al potencial rol benéfico que tienen sobre el crecimiento y la salud vegetal, el nimero de
estudios y publicaciones cientificas ha crecido en las ultimas décadas (Rilling et al., 2018). No obstante, el
término enddfito se utilizé ya desde principios del siglo XIX, siendo el cientifico aleman Heinrich Friedrich Link
quien lo mencioné por primera vez (1809) pero no para hacer referencia de su accién benéfica sino para nom-
brar a un grupo de hongos parasitos de plantas. A partir de alli, el término se utilizd para referenciar a paté-
genos y organismos parasitos. Por ese entonces, se consideraba que las plantas sanas se encontraban libres
de microorganismos —postulado por L. Pasteur—, aunque también habia reportes que describian la existencia
de microorganismos en el interior de tejidos vegetales e incluso afirmaban que éstos provenian del ambiente
del suelo e ingresaban a la planta, teniendo un rol benéfico para el vegetal (Compant et al., 2012). Posterior-
mente, los puntos de vista eran contrastantes entre quienes afirmaban el rol benéfico de los enddfitos y quie-
nes no. Fue recién en 1991 que se define a los microorganismos endéfitos como todos los organismos que
habitan en los érganos de las plantas y que en algin momento de su ciclo de vida colonizan los tejidos internos
de las mismas sin causar dafo aparente a su huésped (Petrini et al., 1991). Si bien algunas definiciones pueden
variar en algun punto, las condiciones de colonizar tejidos internos sin causar dafio al vegetal se mantienen,
en la busqueda de diferenciar a los enddfitos benéficos de los patdgenos. Esta definicion fue ampliamente
adoptada por la comunidad cientifica, aunque en los ultimos anos fue causa de ciertas discusiones, ya que se
observd que numerosos microorganismos endoéfitos podian comportarse como benéficos en ciertas plantasy
como patdgenos en otras especies; o incluso estar como endofito neutral en forma latente y convertirse en
patégeno frente a alguna condicién especifica. Por estos motivos, Hardoim y colaboradores (2015) han pro-
puesto que la definicién haga referencia Unicamente al habitat y no a la funcionalidad: asi el término endodfito
tiene un alcance mas global e incluye a todos los microorganismos que durante toda o parte de su vida colo-
nizan los tejidos internos de las plantas. Los microorganismos endéfitos pueden distinguirse de otros micro-
organismos asociados a las plantas teniendo en cuenta que se pueden recuperar de material vegetal desinfec-

tado superficialmente (Kandel et al., 2017).

Exceptuando a las bacterias enddfitas ya establecidas provenientes de las semillas, el modo mas comun de
entrada de bacterias endofiticas en los tejidos vegetales es a través de rupturas mecdnicas que ocurren en las
plantas, por grietas o aperturas naturales como estomas, por las zonas de surgimiento de las raices laterales,
o abriéndose paso por medio de enzimas hidroliticas capaces de romper la pared celular vegetal tal como
pectinasas, celulasas, entre otras. Dentro de los tejidos, se las ha encontrado principalmente en espacios in-
tercelulares, con menor frecuencia en espacios intracelulares, y se pueden transportar a través de la planta
por el xilema (Reinhold-Hurek et al., 2015) llegando incluso a colonizar érganos reproductores como tallo,
flores, frutos y semillas (Compant et al., 2011). La colonizacidn endofitica también requiere rasgos bacterianos
especificos para establecerse dentro de los tejidos: flagelos, enzimas que degradan polimeros vegetales (ce-
lulosa, lignina), sistemas de secrecién de proteinas tipo V y VI, adquisicién y almacenamiento de hierro, quo-
rum sensing, desactivacién de especies reactivas de oxigeno y degradacién de compuestos aromaticos, forma-
cion de biofilms (Reinhold-Hurek y Hurek, 2011; Sessitsch et al., 2011). En relacidn a la reaccion de las plantas

frente a estos colonizadores, se han encontrado diversos genes (cuyas funciones no se conocen en su
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totalidad) que son diferencialmente expresados durante la asociacion planta—enddfito, e indican que los pasos
iniciales de la colonizacidn de los enddfitos son activamente monitoreados y, seguramente, propiciados por la

planta hospedera (Hardoim et al., 2015).

1.1.5. AGRICULTURA SUSTENTABLE Y BIODIVERSIDAD

La revolucién verde trajo consigo un aumento significativo en la productividad agricola a través de la mejora
genética de variedades de cultivos, pesticidas quimicos y fertilizantes, pero este “éxito” fue acompanado por
una disminucion de la salud del suelo® (Arif et al., 2020; Barros-Rodriguez et al., 2021; Meena et al., 2020) y
todo su entorno (concepto de una sola salud, Murillo y Palioff, 2021). La necesidad de producir grandes canti-
dades de alimentos ha llevado a emplear cada vez mayores cantidades de agroquimicos sintéticos para satis-
facer esta demanda (Afridi et al., 2022; Singh y Trivedi, 2017) (Figura 1.1.5a). Algunas caracteristicas y conse-

cuencias de estos sistemas agricolas convencionales son:
- Uso poco racional de los suelos y del agua.

- Alteracion del equilibrio dindmico de los ecosistemas terrestres y acuaticos con la consiguiente pér-
dida de biodiversidad.

- Acumulacién y persistencia de residuos téxicos en el ambiente y en los alimentos.
- Degradacion de los ambientes, eutrofizacion.

- Salinidad del suelo y disminucién de la materia organica.

- Aparicién de patdgenos resistentes y surgimiento de nuevas plagas.

- Eliminacién de enemigos naturales y de microorganismos responsables de la degradacién de la mate-

ria organica y del control bioldgico.

La demanda mundial de alimentos se prevé que aumentard un 70 % en 2050, mientras que la actividad
agropecuaria deberd enfrentarse a condiciones climaticas adversas, agotamiento nutricional, suelos contami-
nados y escasez de agua (Singh y Trivedi, 2017). Por ello, resultan necesarias propuestas sustentables para la
produccidn agricola. Segun la FAO (2015)°, la agricultura serd sustentable si satisface las necesidades de las

generaciones actuales y futuras y, al mismo tiempo, garantiza la rentabilidad, la salud ambiental, y la equidad

5 salud del suelo: la capacidad de un tipo especifico de suelo para funcionar, dentro de los limites de un ecosistema natural o gestio-
nado, para sustentar la productividad vegetal y animal, mantener o mejorar la calidad del agua y el aire, y apoyar la salud humanay
la vida (Doran y Zeiss, 2000).

6 Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura.

31


https://doi.org/10.1128/MMBR.00050-14
https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2020.04.015
https://doi.org/10.3390/plants10112325
https://doi.org/10.3390/land9020034
https://inta.gob.ar/sites/default/files/inta_visionrural_139_0.pdf
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.899464
https://doi.org/10.1111/1751-7915.12592
https://doi.org/10.1111/1751-7915.12592
https://www.fao.org/publications/card/es/c/9539da19-caf4-48e8-bbfe-19cbc2c969f7/
https://doi.org/10.1016/S0929-1393(00)00067-6

Capitulo 1 Introduccion, hipdtesis y objetivos

social y econdmica. Las acciones que pueden conducir a la sustentabilidad en sistemas agricolas (Pretty, 2008)

se centran en el desarrollo de tecnologias y practicas agricolas que (Figura 1.1.5a):

No tengan efectos adversos sobre el medio ambiente.

- Sean accesibles y eficaces para los agricultores.

Mantengan o mejoren la productividad de alimentos inocuos reduciendo el uso de agroquimicos.

Conserven o mejoren la biodiversidad (Barros-Rodriguez et al., 2021; de Graaff et al., 2019)

REVOLUCION DE LA
BIODIVERSIDAD MICROBIANA

AGRICULTURA CONVENCIONAL
Y REVOLUCION VERDE

Labranza
convencional

Fertilizantes

8 Fitoeétimulantes
03 i Herbicidasy o

pesticidas Biofertilizantes

S J Biocontrol

Reduccion de la biodiversidad Aumento de la biodiversidad

Figura 1.1.5a Diagrama conceptual que muestra las consecuencias de la revolucién verde y la agricultura convencional,
y de la revolucién de la biodiversidad microbiana del suelo. Adaptado de Barros-Rodriguez et al., 2021.

En este escenario, el creciente interés en el rol benéfico de la microbiota bacteriana sobre el crecimiento y
la salud de las plantas tiene fundamento en el gran potencial de estas interacciones planta-bacteria para pro-
porcionar soluciones econdmicas y sustentables a los desafios agricolas actuales (Afridi et al., 2022; Ke et al.,
2020).

1.1.6. MICROBIOTA Y BIODIVERSIDAD: CARACTERIZACION DE LAS COMUNIDADES MICRO-
BIANAS

Antes de identificar los miembros de una comunidad, sus caracteristicas especificas y posibles funciones es

necesario definir qué es una comunidad, otro término que también ha resultado complejo definir en términos
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de ecologia microbiana. Una comunidad es un conjunto integrado de poblaciones de multiples especies que
interaccionan entre ellas y coexisten en un espacio determinado, denominado habitat (Konopka, 2009). Desde
esta perspectiva, uno de los elementos importantes del andlisis de comunidades microbianas son las propie-
dades emergentes, que son caracteristicas que no se pueden identificar analizando a los microorganismos de
forma aislada, sino que surgen cuando el sistema se considera en un alto nivel de organizacién. Un analisis de
estas propiedades conduce a una comprension global de cémo el sistema responde a las perturbaciones ex-
ternas e internas y proporciona la capacidad de predecir la dindmica del sistema en respuesta a un cambio
ambiental (Konopka, 2009). La propiedad central de la ecologia de comunidades es la diversidad y se relaciona

con la variedad de la unidad de estudio (desde genes hasta individuos).

Dentro de una muestra discreta, la diversidad de taxones tiene dos componentes importantes que definen
a la alfa-diversidad: la riqueza que es el nimero total de taxones diferentes presentes en la muestra, y las
medidas de uniformidad, dominancia o equitatividad, determinadas por las relaciones entre taxones en base
a su abundancia relativa (proporcion de cada taxdn) en la comunidad. La ecologia microbiana comuUnmente
expresa la medicion de la diversidad bacteriana en Unidades Taxondmicas Operativas (OTU) o Amplicon Se-
guencing Variants (ASVs), los cuales pueden definirse en diferentes niveles taxondmicos de resolucién (phy-
lum, clase, orden, familia, género y especie) (Escudero-Martinez y Bulgarelli, 2019; Kim et al., 2017). Numero-

sos indices han sido propuestos para caracterizar la alfa-diversidad:

- Riqueza observada (R), nimero total de taxones diferentes presentes en la muestra.

- Indice de Chao-1, estima la riqueza tedrica de especies ajustando la riqueza observada por la probabi-

lidad de no observar especies

- Indice de Simpson (D), muestra la probabilidad de que dos individuos sacados al azar de una muestra

correspondan a la misma especie. Es llamado indice de dominancia ya que tendran una mayor contri-
bucion en este indice aquellas especies que se encuentren en mayor abundancia respecto al resto (es-
pecies dominantes). Cuanto mas se acerca el valor de D a 1, menor es la diversidad del habitat. En
cambio, cuanto mads cerca del valor 0 se encuentre, mayor es la diversidad del habitat. También suele
emplearse la inversa de Simpson (1/D), invirtiendo el anélisis de los valores mencionados anterior-

mente.

- Indice de Shannon-Wiener (H’), toma en cuenta la cantidad de especies que existen en la muestra y la

cantidad relativa de individuos que hay para cada una de las especies. Es decir, contempla la riqueza y
la abundancia de las especies. El indice de Shannon estd basado en un concepto muy relevante en eco-

logia: la uniformidad.

En el estudio de comunidades microbianas, también resulta de interés la comparacion para detectar simili-

tudes y diferencias entre comunidades, andlisis que se conoce como beta-diversidad y puede realizarse en
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base a distintas medidas que involucran no solo presencia/ausencia y abundancia relativa de los individuos,

sino también la filogenia (distancia genética).

1.1.7. METODOLOGIAS Y ENFOQUES DE ESTUDIO DE COMUNIDADES BACTERIANAS EN
MUESTRAS AMBIENTALES

El desarrollo del microscopio, asi como de otras herramientas y metodologias especificas (medios de culti-
vos, esterilizacion, asepsia) durante el S. XIX y principios del S. XX, dio origen a la microbiologia como ciencia.
Desde ese entonces, el cultivo in vitro y el aislamiento de microorganismos en cultivos puros con su consi-
guiente caracterizacién morfoldgica, bioquimica y taxondmica, han representado uno de los principales pilares
en el desarrollo de la ciencia de la microbiologia y, por consiguiente, del estudio de las comunidades micro-
bianas (Porto de Souza Vandenberghe et al., 2017). El descubrimiento de la estructura del ADN (Watson y
Crick, 1953) rapidamente condujo al advenimiento de novedosas metodologias basadas en las moléculas de
ADN, que luego fueron apoyadas por el desarrollo tecnolégico de la computacidn y la bioinformatica (Sarhan
et al., 2019). Por otro lado, solo un pequefio porcentaje de los microorganismos pueden cultivarse en el labo-
ratorio, mientras que el resto permanece no cultivable pero detectable por métodos moleculares. Esta “no
cultivabilidad” de muestras ambientales fue observada por primera vez en 1985, al detectar discrepancias
entre el nimero de unidades formadoras de colonias en placas de petri con medios de cultivos y los recuentos
al microscopio (Staley & Konopka, 1985). Esto puede deberse en parte a que los microorganismos en su ha-
bitat, por lo general, forman consorcios microbianos’ en los que se relacionan intimamente entre si y con su
microhabitat, y resultan interdependientes unos de otros, lo cual hace que sea dificil su aislamiento. De ma-
nera que el conocimiento de las comunidades microbianas en las plantas se puede realizar empleando dife-

rentes técnicas (Figura 1.1.7a):

= Técnicas dependientes de cultivo, donde los microorganismos aislados del material vegetal, son
cultivados, identificados y caracterizados por una combinacién de métodos fenotipicos y molecula-

res.

= Técnicas independientes de cultivo, donde los microorganismos se detectan sin cultivo, en base a

técnicas microscdpicas o la extraccion y analisis de distintas moléculas.

7 Asociacidn natural de dos o mas poblaciones microbianas, de diferentes especies, que actian conjuntamente como una
comunidad en un sistema complejo, donde todos se benefician de las actividades de los demas (Lépez et al., 2007).
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Figura 1.1.7a Esquema de técnicas empleadas para el analisis de comunidades bacterianas en plantas. Adaptado de Porto
de Souza Vandenberghe et al., 2017.

El caso ideal combina varias técnicas para un conocimiento profundo del ambiente microbioldgico estu-
diado. Avances recientes en meta-émica y herramientas computacionales han mejorado enormemente la
comprension de la diversidad del microbioma de las plantas. Los métodos actualmente disponibles para el
estudio de los microbiomas, serian las denominadas multidmicas, incluyen el andlisis de ADN, de ARN vy otras
moléculas, y van desde el aislamiento de alto rendimiento (culturémica) y la visualizacién (microscopia), hasta
la determinacion de la composicidn taxondmica (metabarcoding), abordando el potencial metabdlico (meta-
barcoding de genes funcionales, metagendmica) y el analisis de las actividades microbianas (metatranscripto-

mica, metaprotedmica, metaboldémica) (Berg et al., 2020).

Todas estas técnicas permiten elegir diferentes enfoques de trabajo para realizar el estudio de la estructura
y el funcionamiento de las comunidades bacterianas asociadas a las plantas y su mejora. Se puede plantear
tanto el enfoque racional bottom-up (de abajo hacia arriba) como el evolutivo top-down (de arriba hacia abajo)
(Compant et al., 2019; San Ledn y Nogales, 2022). En el enfoque bottom-up o de abajo hacia arriba, las partes
individuales (microorganismos especificos) se analizan en detalle y luego se enlazan para formar componentes
mas grandes, que a su vez se enlazan hasta que se forma el sistema completo (Amor y Dal Bello, 2019). Su uso
como enfoque para sintetizar comunidades microbianas se basa en el caracter funcional del aislamiento mi-

crobiano individual.

El enfoque top-down o de arriba hacia abajo, implica el conocimiento del sistema en su conjunto sin espe-
cificar detalles. Cada parte nueva es entonces redefinida, cada vez con mayor detalle, hasta que la especifica-
ciéon completa es lo suficientemente detallada para validar el modelo. Como enfoque para sintetizar comuni-
dades microbianas se basa en las interacciones metabdlicas entre los que componen la comunidad (Amor y
Dal Bello, 2019).
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1.1.7.1 Técnicas dependientes de cultivo

En la literatura existe una extensa lista de medios de cultivo disefiados para aumentar la posibilidad de aislar
microorganismos en el laboratorio, que incluyen diferentes tipos de fuentes de carbono, vitaminas, fuentes
de energia, al igual que consideraciones sobre los factores fisicoquimicos que afectan el crecimiento, tales
como temperatura, pH, requerimientos de oxigeno, salinidad, entre otros. La aplicacidén de estas técnicas de-
pendientes de cultivo es esencial para disponer de cultivos de microorganismos puros, que permitan su carac-
terizacion genotipica y fenotipica, el estudio de la interaccion planta-microorganismo, no sélo con fines eco-
|6gicos sino también de bioprospeccion. Disponer de los microorganismos permite realizar cultivos que tienen
el potencial de ser escalados para su produccién y uso como bioinsumos microbianos. Otra de las ventajas

|ll

asociadas a esta metodologia reside en su bajo costo y en que el investigador cuenta con el “material micro-
biano” para su uso en futuros estudios. Una desventaja es que subestiman los valores de la diversidad micro-

biana.

1.1.7.2 Técnicas independientes de cultivo

Durante los ultimos 50 afios, las técnicas independientes de cultivo aplicadas al estudio de la fitomicrobiota
han logrado un enorme avance en el entendimiento de las interacciones dentro del holobionte vegetal, gracias
al desarrollo de nuevas y mejores tecnologias en el area de la fotografia, microscopia, electrénica, compu-
tacion y bioinformatica, entre otras disciplinas. Estas técnicas independientes de cultivo han podido sortear
los inconvenientes de las técnicas de microbiologia clasica (dependiente de cultivo) respecto al fenédmeno de
“no cultivabilidad” de ciertos microorganismos, permitiendo estudiar con mayor profundidad la enorme di-
versidad de microorganismos en la complejidad de cada ambiente, y pudiendo dar cuenta de la composicion,
estructura y funcionalidad de las comunidades bacterianas asociadas a muestras biolégicas complejas. Una
desventaja es que sobrestiman los valores de la diversidad microbiana. Por otro lado, también resultan una
herramienta extremadamente util para el estudio y la caracterizacién detallada de microorganismos aislados

mediante técnicas dependientes de cultivo.

Dejando de lado las técnicas que involucran a la microscopia electrénica de transmisién (TEM) y de barrido
(SEM), el resto de las técnicas independientes de cultivo involucran la extraccién y el estudio de moléculas
particulares (principalmente ADN, aunque también otras moléculas como ARN, proteinas, etc.), por lo cual se
las conoce también como técnicas de biologia molecular (Enespa y Chandra, 2022; Gupta et al., 2021) (Figura
1.1.7b).
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Figura 1.1.7b Técnicas moleculares aplicadas al estudio de la diversidad microbiana asociada a las plantas. Adaptado de
Gupta et al., 2021. En color rojo se destacan las técnicas empleadas en este trabajo

Particularmente en lo que refiere a la biologia molecular a nivel de ADN extraido de muestras ambientales
complejas (la cual contiene genes/genomas de todas las bacterias presentes en dicha muestra, y se denomina
ADN metagendmico® bacteriano), ésta utiliza criterios estandares, reproducibles y auditables que identifican
con precision los microorganismos objetivo en diferentes entornos, ofreciendo un amplio rango de aplicacién
y la posibilidad de evaluar la biodiversidad en tiempo real, ademas de poder examinar la dinamica de especies,
poblaciones y comunidades y/o mapear su distribucion geogréfica a gran escala y durante largos periodos
(Beng y Corlett, 2020).

Las comunidades microbianas de una muestra ambiental compleja, pueden ser abordadas bajo distintos

enfoques con alcances diferentes (Gupta et al., 2021; Rastogi y Sani, 2011):

= Estudios sobre la totalidad de la comunidad bacteriana en su conjunto, con un enfoque émico, por

ejemplo, estudios de metagendmica en el campo de la genética molecular y la ecologia que estudia
al genoma "colectivo" para determinar relaciones filogenéticas y funcionales de una muestra am-

biental compleja (Romano et al., 2020).

8 La etimologia denota al prefijo «meta-» el significado de «mas alld de», y al sufijo «-oma» el significado de «conjunto de», por lo que
La adicién de este prefijo y sufijo a diferentes estudios bioldgicos refiere a aproximaciones masivas del conjunto (genédmica/metage-
ndémica, protedmica/Metaprotedmica, metaboldmica).
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= Estudios centrados en un andlisis parcial de la comunidad, ya sea en determinados genes/grupos de

genes, por ejemplo, estudios de metabarcoding que busca definir el perfil taxondmico de microor-
ganismos de una muestra a través de secuencias cortas de ADN que funcionan como marcadores
para establecer diferencias entre distintos taxones microbianos, lo cual permite el reconocimiento

y la asignacidn taxondmica (Wilson, 2018).

Los genes a ser empleados para metabarcoding deben cumplir con ciertas caracteristicas como son:
- Contener regiones con variabilidad y divergencia genéticas significativas a nivel de especie.

- Poseer sitios conservados contiguos a las regiones variables, que se pueden usar para disefiar cebado-

res de PCR universales.

Si bien existen regiones del ADN que cumplen con estas caracteristicas, el gen que codifica para la subuni-
dad menor del ARN ribosomal 16S en bacterias (que tiene una longitud ~1500pb y cuenta con 9 regiones
hipervariables, V1-V9) es el mas ampliamente utilizado para estudios de filogenética y taxonomia bacteriana
(Kress y Erickson, 2012).

Tanto para metabarcoding como para otros estudios en el campo de la ecologia microbiana, la secuencia-
cién de ADN® mediante la tecnologia lllumina es la técnica de biologia molecular méas ampliamente utilizada
debido a su gran capacidad de secuenciacion (que permite detectar microorganismos incluso a muy baja abun-
dancia relativa), su baja tasa de error y la posibilidad de secuenciar paralelamente varias muestras (Cortés-

Lépez et al., 2020; Lahlali et al., 2021).

1.1.8. INGENIERIA DE MICROBIOMAS: EMPLEO Y MODULACION DE LA MICROBIOTA VEGE-
TAL

La comprension de la composicién y estructura de la fitomicrobiota y su funcionamiento, constituye el pri-
mer paso a la posibilidad de su manipulacidn para mejorar sus funciones, y asi fortalecer la tolerancia al estrés,
la resistencia a enfermedades y adquisicidn de nutrientes por las plantas (Afridi et al., 2022; Muller et al, 2015).
La ingenieria de microbiomas justamente tiene que ver con el empleo de estrategias que permitan la manipu-
lacién de las comunidades microbianas del holobionte vegetal para mejorar el rendimiento de los cultivos y la
resiliencia. La manipulacién de la microbiota de la rizosfera es un hot spot de la biotecnologia desde hace mas
de una década (Ryan et al., 2009), sin embargo, en la actualidad el interés se extendié al resto de los microha-
bitats de las plantas (Chialva et al., 2022). Se han propuesto varias formas practicas mediante las cuales se

puede modificar la microbiota para mejorar la produccién de cultivos, muchas de las cuales se han utilizado

9 Técnica que permite conocer la composicién y ordenamiento de las bases (A,T,G,C) que conforman un fragmento de ADN.
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tradicionalmente para mejorar ciertas cualidades del suelo, e indirectamente modifican las caracteristicas de
las comunidades microbianas —como el uso de enmiendas o el manejo del cultivo— y otras, son estrategias
biotecnoldgicas —inoculacién con bioinsumos individuales o multiespecie— (Figura 1.1.8a) (Afridi et al., 2022;

Arif et al., 2020; Noman et al., 2021).

Ingenieria de microbiomas

¥ _ ¥
Tradicional : Biotecnolégica

v Enmiendas orgdnicas
v' Précticas agricolas

Inoculacién individual con PGPB
Co-inoculacion de multiespecies
Comunidades bacterianas
sintéticas

v" Trasplante de microbiomas

v" Transmision vertical de
microbiomas artificiales

AVRNILN

Figura 1.1.8a Estrategias de ingenieria de fitomicrobiomas. Adaptado de Afridi et al., 2022

Algunos ejemplos de estas estrategias y su implicancia en la microbiota se mencionan a continuacién:
1. Practicas Tradicionales:

1.a- El uso de enmiendas: consiste en agregar sustancias organicas al suelo que mejoran su calidad, y
conducen en general a un aumento de la biomasa microbiana y diversidad, cuya composicién depende del

tipo de enmienda (Arif et al., 2020; Sankar et al., 2017).

- El estiércol se ha utilizado durante varios siglos porque es rico en N, P y materia organica, y ademads

contribuye a la modificacion de la microbiota del suelo y mejora sus propiedades fisicas y quimicas.

- El compost y los residuos agricolas se emplean como enmiendas y hay diversos estudios que muestran
su capacidad como fuentes ricas en agentes biocontroladores de enfermedades, y proponen su uso como

herramienta para controlar los patégenos de plantas transmitidos por el suelo.
- Los componentes y extractos de algas marinas aumentan la inmunidad innata de las plantas.

- La biofumigacién con cruciferas también es considerada una enmienda que modifica la microbiota del

suelo debido a su accion fungistatica.
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1.b- Manejo del cultivo: consiste en el tipo de précticas agricolas que se aplican en el cultivo, pero en
este caso se hace referencia basicamente a ejemplos de rotacidn de cultivos, y labranza. Practicas de ma-
nejo agricola que promueven la retencidén/acumulacién de materia organica en el suelo mejoran la biodi-

versidad bacteriana.

- Las rotaciones de cultivos en general aumentan la riqueza y diversidad microbiana, por ejemplo, una
disminucién del rendimiento en el cultivo de caia de azucar se puede revertir mediante la rotacion de
cultivos de leguminosas, vinculada a una restauracién de la biomasa microbiana del suelo e incorporacion

de nitrégeno fijado (Arif et al., 2020).

- Buenas practicas agricolas, esencialmente definidas por la rotacién de cultivos, mantuvieron la diversi-
dad B bacteriana casi tan bien como los pastizales naturales y no causaron una pérdida significativa de

especies endémicas (Figuerola et al., 2015).

- Los mapas de diversidad de los suelos con manejos histéricos de siembra directa o de labranza conven-
cional resultaron claramente diferentes entre si; hubo una diferenciacion en profundidad de la diversidad
bacteriana en el caso de siembra directa donde el suelo no se perturba, que no se observé en el caso de

labranza convencional (Frene et al., 2018).

2. Prdcticas Biotecnoldgicas:

2.a- Inoculacién con PGPB especificas en forma individual o multiespecie: los microorganismos benéficos
se han utilizado durante mucho tiempo como inoculantes para cultivos. La aplicacion a campo de microor-
ganismos o inoculacién o aplicacion de bioinsumos a base de PGPB en forma individual es una estrategia
prometedora. No obstante, en muchos cultivos el éxito de su aplicacién ha sido variable, probablemente
debido a las diferentes condiciones ambientales, ineficiente colonizacion y persistencia limitada en el am-
biente. El uso de bioinsumos multiespecie que puedan proveer mas de una funcion benéfica y la ingenieria

genética/gendmica de colonizadores robustos puede ayudar a superar estas limitaciones.

2.b- Inoculacién con comunidades microbianas sintéticas como bioinsumos complejos: las comunidades
microbianas naturales estan compuestas por una mezcla de microorganismos con funciones a menudo
desconocidas. Una forma prometedora de superar las dificultades asociadas con el estudio de las comuni-
dades naturales es crear comunidades sintéticas artificiales que conserven las caracteristicas claves de sus
contrapartes naturales. Con una complejidad reducida, las comunidades microbianas sintéticas se compor-
tarian como un sistema definido y podrian actuar como un sistema modelo para evaluar el papel de las
caracteristicas ecoldgicas, estructurales y funcionales clave de las comunidades de forma controlada

(GroRkopf y Soyer, 2014). La propuesta de un comunidad microbiana sintética basada en especies clave
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mas la diversidad de PGPB, amplia el efecto del inoculante tnico o multiespecie: las especies PGPB promo-
veran el crecimiento de las plantas y la proteccidn contra patégenos directa o indirectamente, y las especies
clave proporcionaran entonces un apoyo para las PGPB, ya sea directamente, con la ayuda de unas pocas
especies "intermedias" (influencia intermedia) o indirectamente a través de una variedad diversa e inter-

conectada (Figura 1.1.8b) (Sanchez-Cafizares et al., 2017).
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Figura 1.1.8b Esquema de insercidn de una comunidad sintética en el ambiente edafico y posibles interacciones directas
e indirectas entre estos microorganismos y la comunidad microbiana del suelo.

2.c- Trasplante de microbiomas: el trasplante del microbioma de la rizosfera de una variedad de tomate
resistente a una enfermedad que fue abundante en Flavobacterium suprimié los sintomas de la enferme-

dad en las plantas susceptibles (Arif et al., 2020).

2.d- Seleccidn artificial de microbiomas en asociaciones hospedero-microbioma: al permitir que el hués-
ped evalle qué subconjuntos de microorganismos pueden interactuar con él y que se transmitiran verti-
calmente a su descendencia (Arif et al., 2020; Mitter et al., 2017; Muller et al., 2015). A diferencia de las
comunidades sintéticas, se puede disefiar una comunidad compuesta por microorganismos cultivables y

no cultivables.
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1.1.9. BIOINSUMOS MICROBIANOS A BASE DE PGPB: ESQUEMA GENERAL DE INVESTIGA-
CION Y DESARROLLO

Los bioinsumos son una alternativa que tiene cada vez mayor participacién en el esquema de manejo de los
cultivos, ya que representan opciones econdmicamente atractivas y ecolégicamente aceptables. Segun el Co-
mité Asesor en Bioinsumos de Uso Agropecuario (CABUA), creado por el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca
de la Nacion Argentina (Resol. SAGyP 7/2013) se define a los Bioinsumos Agropecuarios como “todo producto de origen
bioldgico que contenga o haya sido producido por microorganismos (hongos, bacterias, virus, etc.) o macro organismos,
extractos de plantas o compuestos bioactivos derivados de ellos y que estén destinados a ser aplicados como insumos
en la produccién agropecuaria, agroalimentaria, agroindustrial e incluso agro energética”. Dentro de estos bioinsumos
se encuentran los bioinsumos microbianos que se producen a base de PGPB y pueden utilizarse como biofertilizan-
tes, fitoestimulantes y/o biocontroladores de fitopatdgenos. Son productos tecnoldgicos que se caracterizan
por recrean interacciones beneficiosas naturalmente existentes, son amigables con el medio ambiente y de
bajo costo, cuyo uso se fomenta en el Plan Argentina Innovadora 2030, ya que son herramientas fundamen-
tales para la transicidon a sistemas de produccidon mas sustentables (https://www.argentina.gob.ar/sites/de-
fault/files/2021/03/dt_17 - bioinsumos.pdf). La inoculacion con PGPB es una practica considerada segura ya
gue se basa en el uso de microorganismos no patégenos que son aislados de los ambientes que colonizan en
forma natural. Las PGPB mas utilizadas como bioinsumos en la prdctica agricola pertenecen al grupo conocido
como rizobios, entre las que se encuentran bacterias de los géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizo-
bium, Mesorhizobiun, entre otros, capaces de llevar a cabo la FBN en forma simbidtica en estructuras particu-
lares o nédulos. No obstante, se producen y se utilizan, aunque en menor grado, diferentes especies de PGPB
para diversos cultivos principalmente cultivos extensivos, entre las que se encuentran especies de los géneros
Herbaspirillum, Azospirillum, Azoarcus, Pseudomonas, Gluconacetobacter, Paraburkholderia, Bacillus, entre

otros (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006; Mamani de Marchese y Filippone, 2018).

La investigacion y desarrollo de bioinsumos a base de PGPB, en general, ha sido el resultado de un proceso
de seleccion para identificar candidatos prometedores siguiendo un estrategia del tipo botton-up, en la que
se suceden diversas etapas que incluyen desde el aislamiento bacteriano, identificacién taxondmica, evalua-
cion de la capacidad de promocidn del crecimiento in vitro, caracterizacion de colonizacién rizosférica y endé-
fita, ensayos de promocién de crecimiento in vivo, seleccidn de cepas promisorias, cultivo en biorreactores
hasta la determinacion de la calidad y factibilidad econémica en campo (Bashan et al., 2014) tal como se mues-
tra de forma general en la Figura 1.1.9a. Cada una de estas acciones tiene su grado de complejidad, pero un
problema que se encuentra a menudo es en los experimentos a campo es que se observa una inconsistencia
de la respuesta de las plantas a la inoculacidn, siendo entonces poco probable garantizar el éxito de la misma.
Esta falta de respuesta es atribuida generalmente a una ineficiente colonizacion y permanencia en el ambiente
en el que se inoculan (Compant et al., 2019; Suman et al., 2022), caracteristicas que comiUnmente no son
evaluadas cuando se trata de bioinsumos para cultivos de plantas no-leguminosas (Rilling et al., 2019). Las
fuentes de carbono que se encuentran en los exudados de las raices, los minerales disponibles en el suelo, la

densidad celular lograda en la colonizacién de las raices, la flora nativa con la cual tendrd que
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competir/asociarse, asi como condiciones ambientales (pH, temperatura, humedad) son algunos de los facto-
res que influyen en la colonizacion de las PGPB (Lugtenberg y Kamilova, 2009), considerando siempre que el
bioinsumo aplicado es de calidad (Bashan et al., 2014). Por lo tanto, hay ciertas consideraciones que se deben
tener en cuenta a la hora de desarrollar un bioinsumo a base de PGPB para que los efectos benéficos que estos

microorganismos aportan puedan ser logrados (Compant et al., 2019).

cu
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Figura 1.1.9a Esquema general de investigacién y desarrollo para la produccion de un bioinsumo a base de PGPB.

El empleo de bioinsumos microbianos, ha tenido un gran impulso y un creciente interés a nivel mundial en
la actualidad debido, principalmente, a que el mercado internacional exige productos alimenticios mas segu-
ros para la salud y el medio ambiente (Bochetto et al., 2020). Los bioinsumos a base de PGPB se han incorpo-
rado en general entre las practicas agricolas en forma de inoculantes individuales (Bashan et al., 2014). Sin
embargo, en los Ultimos afos la co-inoculacién o inoculacidon con multiples cepas de PGPB de grupos taxono-
micos iguales o diferentes —inoculantes multiespecies o inoculantes de segunda generacién— ha adquirido un
lugar importante no sélo en los temas de investigacién cientifica sino también en la industria de bioinsumos
(Vivanco-Calixto et al., 2016). Varios estudios de co-inoculacidén de PGPB con resultados prometedores han

sido reportados en cultivos como soja, maiz, papa y trigo, entre otros (lturralde et al., 2020; Tabacchioni et al.,

43


http://doi.org/10.1146/annurev.micro.62.081307.162918
https://doi.org/10.1007/s11104-013-1956-x
https://doi.org/10.1016/j.jare.2019.03.004
http://hdl.handle.net/20.500.12123/9399
https://doi.org/10.1007/s11104-013-1956-x
https://www.aytbuap.mx/publicaciones#h.26a62fnd2t88
https://doi.org/10.1016/j.btre.2020.e00461
https://doi.org/10.3390/microorganisms9020426

Capitulo 1 Introduccion, hipdtesis y objetivos

2021; Satin Mortinho et al., 2022); sin embargo, hay pocos informes sobre el uso de tales herramientas en
estudios sobre cultivos horticolas (Obianuju Chiamaka y Olubukola Oluranti, 2020). El disefio y formulacion de

bioinsumos multiespecies es ventajoso frente a los bioinsumos de primera generacidén (cepa Unica), porque:

- Los microorganismos pueden actuar de manera cooperativa proporcionando nutrientes, eliminando

productos inhibidores y estimulando rasgos fisioldgicos beneficiosos.

- Una amplia gama de microorganismos podria mejorar la adaptacidn a una amplia gama de condiciones

ambientales.

- La provisién de mds de un PGPB con modos de accién iguales o diferentes podria mejorar la capacidad

de una comunidad bacteriana para promover el crecimiento de las plantas (Thomloudi et al., 2019).

En cuanto al uso de comunidades sintéticas como bioinsumos, aln esta en una etapa de investigacién bas-
tante reciente. Se puede hacer una aproximacién a las comunidades microbianas sintéticas persiguiendo las 2
estrategias mencionadas previamente, asi como por combinacidon de ambas en una estrategia hibrida top-
down [/ bottom-up (middle-out) con un rendimiento y un alcance mejorados (San Ledn y Nogales, 2022).
Cuando se aplican individualmente, ambas estrategias de disefio tienen multiples fortalezas, pero también
importantes debilidades. En general, mientras que bottom-up ofrece altos niveles de control para el disefio
racional, el espacio metabdlico adecuado para propdsitos de disefio es limitado y las soluciones a menudo se
vuelven subdptimas. Por otro lado, la estrategia top-down muestra un espacio metabdlico inicial mas grande.
Sin embargo, gran parte de él permanece sin explorar debido a la falta de conocimiento y, por lo tanto, no
estd disponible para fines de disefio. De esta manera, la aplicacion sinérgica de ambos formalismos, también
conocida como enfoque intermedio, probablemente aumentara las posibilidades de encontrar soluciones 6p-
timas (San Ledn y Nogales, 2022). Una ventaja de este enfoque es una preseleccién de candidatos bajo condi-
ciones de campo expuestas a un estrés en un escenario realista mientras que el otro enfoque imita las condi-
ciones de campo en un entorno simplificado. En este enfoque las caracteristicas del microbioma a nivel mole-

cular permiten seleccionar a los candidatos promisorios.

Siguiendo la estrategia tipo bottom-up, y teniendo una colecciéon de PGPB, las posibles combinaciones para
el disefio de comunidades sintéticas aumentan exponencialmente. Para manejar esta considerable cantidad
de combinaciones, se utilizan redes que usan datos de entrada limitados (por ejemplo, presencia/ausencia de
una combinacién de bacterias, suministro de nutrientes en el medio de crecimiento) para predecir el fenotipo
de la planta (contenido de fosfato de Arabidopsis thaliana). Usando este concepto es posible mejorar la selec-
cion de comunidades de PGPB sin entender el modo de accién y las interacciones de los miembros bacterianos,
pero que combinen los mecanismos deseados (Compant et al., 2019). Esta y otras estrategias pueden aplicarse

al disefio de comunidades sintéticas.
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1.1.10. HORTICULTURA EN EL CINTURON HORTICOLA PLATENSE (CHP): MODO DE PRODUC-
CION

El cinturdn horticola de La Plata (CHP) es una zona de produccién de alimentos altamente perecederos la
cual abastece a mas de 14 millones de personas incluyendo el AMBA (area metropolitana de Buenos Aires) y
otras regiones del pais, destinando el total de su produccién al mercado interno. Se caracteriza por unidades
productivas muy intensivas en el uso de mano de obra, insumos y bienes de capital. Si bien numerosos estudios
sitian al CHP dentro del cinturén horticola del gran Buenos Aires, la caracterizacion del nivel tecnolégico,
volumen y calidad de produccién permiten diferenciar al CHP, comprendido por los partidos de La Plata, Flo-
rencio Varela y Berazategui (Figura 1.1.10a), como la principal region tecnoldgica-productiva de hortalizas

frescas del pais (Ortigoza Meza, 2014).

Figura 1.1.10a. Imagen satelital del partido de La Plata, Florencio Varela y Berazategui (Google Earth), destacando la
extensidn aproximada del Cinturdn Horticola Platense (CHP).

Si bien no se cuentan con datos censales actuales, diferentes estimaciones dan cuenta que la superficie
cultivada del CHP no ha sufrido grandes variaciones en los ultimos afios; aunque si se destaca el gran aumento
del volumen producido por unidad de superficie: de 58.800 tn producidas en 4.753 has en 1988 (12,37 tn ha
1) a 138.407 tn producidas en 4902 has en 2010 (28,23 tn ha?) (Lauria, 2011; Ferraris, 2014). Este notable
incremento se debe principalmente a la masiva incorporacién del paquete tecnolégico que incluye el uso de
invernaculo, el riego localizado, el uso de variedades mejoradas, asi como una mayor utilizacion de fertilizantes
guimicos y fitosanitarios. Si bien no se cuenta con datos oficiales actualizados, el drea de cultivo bajo cubierta
ocupaba unas 1785 has en el ultimo censo horti-floricola realizado por la provincia de Buenos Aires en 2005
(CHFBA, 2005), aunque en el afio 2010 se estimo que el 75% del area cultivada se encontraba bajo cubierta
(Stavisky, 2010; Garcia, 2015). Tal como ha sido documentado en otras regiones horticolas del mundo, como
consecuencia de este tipo de actividad intensiva, los residuos de fitosanitarios se pueden encontrar tanto en

el entorno que rodea las areas de produccidon como en los productos alimenticios (Donkor et al., 2015). En el
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CHP ha sido reportada la contaminacidon de cursos de agua con estos insumos (Mac Loughlin et al., 2017).
Sumado a esto, el uso excesivo de fertilizantes quimicos (que generalmente aportan N, P y K) también produce
efectos nocivos en el ambiente ademas de afectar la disponibilidad de carbono, el pH y la osmolaridad del
suelo, resultando, de acuerdo a varios reportes, en una reduccion en la diversidad microbiana (Gupta et al.,
2022). Otra de las practicas de manejo ampliamente utilizadas anualmente durante la preparacidn del suelo
para la campafia de primavera-verano, es el agregado de enmiendas orgdnicas, principalmente provenientes

del descarte de la actividad avicola y de caballerizas de la region.

Por lo mencionado anteriormente, el manejo agricola convencional tiene consecuencias no sélo sobre la
salud de la poblacidn (Garcia et al., 2020) sino sobre la biodiversidad del ambiente en general, e incluso la del
propio suelo (Meena et al., 2020) (Figura 1.1.5a). Si bien, mundialmente, ha habido un creciente aumento en
el registro de los efectos que las practicas de manejo intensivas, en general, provocan sobre la biodiversidad
microbiana del ambiente agricola suelo-planta, todavia es necesario seguir con las investigaciones en estos
aspectos como para realizar alguna conclusién general o predicciones respecto de las alteraciones en la mi-
crobiota del suelo y de las plantas debido al uso prolongado del suelo bajo estas practicas de manejo (Arif et
al., 2020). En relacidn a este tipo de estudios en el CHP, de acuerdo a la busqueda bibliografica realizada, aun

no existe informacion al respecto que haya sido documentada.

Algunas practicas agricolas que han comenzado a utilizar actualmente pequefios grupos de agricultores en
el CHP con un enfoque agroecoldgico para mejorar el rendimiento y la calidad de sus cultivos tratando de
cuidar el medio ambiente, incluyen la aplicacidn de fertilizantes y sanitizantes naturales (p. ej., productos de
algas, biofumigacién con cruciferas, biopreparados como purin de ajo o de ortiga), la rotacién de cultivos y el

uso de microorganismos benéficos, aunque en mucha menor medida.

1.1.11. LA PLANTA DE TOMATE: CULTIVO EN EL CHP Y CARACTERISTICAS

1.1.11.1  Cultivo en el CHP

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos horticolas mas importantes mundialmente des-
pués de la papa, tanto en el plano productivo como econdmico (http://faostat.fac.org, noviembre de 2021).
En Argentina actualmente el tomate es el segundo cultivo horticola mas producido alcanzando 1,2 millones
de toneladas de tomate fresco y ocupando el puesto 12 entre los productores mundiales de la industria del
tomate. Las principales zonas productoras de tomate fresco son los cinturones horticolas de La Plata y Mar del
Plata, aunque también hay producciones considerables en las provincias de Corrientes, Entre Rios, Jujuy, Men-
doza, Rio Negro, Salta, San Juan y Santa Fe. En Argentina, ademds, el tomate ocupa el primer lugar entre las
hortalizas cultivadas bajo cubierta en invernadero [MAGyP, 2020]. El CHP es una de las dreas de mayor pro-

duccion bajo cubierta (Garcia, 2011), siendo el tomate el cultivo horticola superior en orden de importancia.
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Ademas de ser el cultivo de mayor importancia en la regidn, también resulta el cultivo donde mayor diversidad
de principios activos son empleados para mitigar las plagas y enfermedades. Segin un informe conjunto de la
Defensoria del Pueblo de la Provincia de Buenos Aires y la UNLP (2015) en este cultivo se han utilizado hasta
69 principios activos diferentes durante la campafia 2012/13. Dentro de los principios activos utilizados, pre-
domina el uso de insecticidas frente a los fungicidas, representando los primeros mas del 60% de los productos
utilizados. Al analizar las clases toxicoldgicas'® de los principios activos utilizados en el cultivo de tomate ob-
servaron que el 60% de los principios activos insecticidas utilizados correspondieron a clases toxicoldgicas | y
I1(13% a la clase Ib y 47% a la clase Il), representando una alta peligrosidad de manipuleo, riesgos de intoxica-
cidn como asi también mayores dafios ecoldgicos/ambientales. Resulta también alarmante el uso de 7 princi-
pios activos que, si bien estan debidamente registrados en SENASA, no cuentan con el correspondiente regis-
tro de uso en el cultivo de tomate por lo que no informa oficialmente modo de uso, dosis o tiempo de caren-
cial, lo que pone en riesgo la liberacion al mercado de productos que superen el limite maximo de residuos*2.
No obstante, las plagas sobre las que actuan estos principios activos, tanto los de mayor peligrosidad como
los de menor peligrosidad, resultan ser las mismas para uno y otro grupo, lo cual permitiria volcarse al uso de
productos de categoria IV, de mayor selectividad en cuanto a la plaga a controlar y de menor peligrosidad para
el productor/consumidor y el medioambiente (Fernandez Acevedo et al., 2015). Las oportunidades de creci-
miento que tiene este cultivo son realmente importantes ya que solo el 68% de la demanda interna es abas-
tecida por la produccién interna, no obstante, el acelerado proceso de degradacion del suelo debido a las

practicas agricolas inadecuadas conduce a la urgente investigacion y desarrollo de practicas mas sustentables.

1.1.11.2  Caracteristicas morfoldgicas de la planta de tomate

En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas de la planta de tomate (Figura 1.1.11a), presenta un tallo er-
guido y cilindrico en la planta joven; a medida que ésta crece, el tallo cae y se vuelve anguloso, presenta ve-
llosidades en la mayor parte de sus érganos y glandulas que segregan una sustancia de color verde aromatica,
puede llegar a medir hasta 2,50 m, ramifica de forma abundante y tiene yemas axilares. Si al final del creci-
miento todas las ramificaciones exhiben yemas reproductivas, estas se clasifican como de crecimiento deter-
minado y si terminan con yemas vegetativas, son clasificadas como de crecimiento indeterminado. Las hojas
son compuestas, se insertan sobre los diversos nudos en forma alterna. El limbo se encuentra fraccionado en
siete, nueve y hasta once foliolos. El haz es de color verde y el envés de color grisdceo. La disposicion de
nervaduras en los foliolos es penninervia. La flor esta formada por un pedunculo corto, el cdliz tiene los sépalos
soldados entre si, al igual que la corola con los pétalos. Las flores son hermafroditas. El cdliz esta compuesto

de cinco sépalos y la corola de cinco pétalos amarillos (ocasionalmente seis). Los estambres, se reunen

10 Criterios de clasificacion de los ingredientes o principios activos constituyentes de los fitosanitarios desde clase | (extremadamente
peligroso) a clase IV (normalmente no presentan peligro de uso) de acuerdo a la toxicidad aguda oral, dermal o inhalatoria establecido
por la resolucién 302/2012 de SENASA segun los criterios de la Organizacién Mundial de la Salud a partir del Programa Internacional
sobre Seguridad de Quimicos (Pina, 2012).

1 himero de dias que debe transcurrir entre la Gltima aplicacion del fitosanitario y el momento de cosecha o uso del cultivo tratado
(frutos, granos, pastoreo) (SENASA, 2012).

12 Maxima concentracion de residuos de un plaguicida que se permite legalmente en productos y subproductos de la agricultura
(FAO, 2018).

47


https://www.agro.unlp.edu.ar/sites/default/files/paginas/informe_agroquimicos_comprimido.pdf
https://www.casafe.org/wp-content/uploads/2019/05/Clasificacion-toxicologica-etiquetado-fitosanitarios.pdf
http://www.senasa.gob.ar/sites/default/files/ARBOL_SENASA/INFORMACION/GESTION%20AMBIENTAL/Manuales/6_Manual_Aplicadores.pdf
http://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/codex-texts/maximum-residue-limits/es/

Capitulo 1 Introduccion, hipdtesis y objetivos

formando un tubo alrededor del gineceo. El estilo es mds corto o tan largo como los estambres; posicion que
favorece considerablemente la autopolinizacién. El fruto es una baya de color rojo bajo en caseina, cuyo ta-
mafio es variable, desde 3 cm de didmetro hasta 16 cm, con semillas dentro de un pericarpio carnoso desa-
rrollado de un ovario. Su forma puede ser redondeada, achatada o en forma de pera y su superficie lisa o
asurcada. La semilla es de diferentes tonalidades en su color, desde el grisdceo, hasta el color paja de forma
oval aplastada; tamafio entre 3 y 5 mm de didmetro y 2,5 mm de longitud, y cubierta de vellosidades y estan
embebidas en una abundante masa mucilaginosa. La raiz, que es pivotante, alcanza hasta 1,5 m de profundi-
dad (https://www.infoagro.com/hortalizas/tomate.htm; Catedra de Horticultura, Fac. de Cs. Agrarias y Fores-
tales, UNLP).

Semilla

Loculo con
pulpa

Mesocarpo y
endocarpo

Epicarpio carnoso

o piel Placenta

INFLORESCENCIA
Estambre

a. —Pétalo

Figura 1.1.11a Morfologia de la planta del tomate. Adaptado de Catedra de Horticultura, Fac. de Cs. Agrarias y Forestales,
UNLP.

En relacién a los requerimientos del cultivo, la temperatura éptima de desarrollo del cultivo de tomate
oscila entre los 20 y 30 °C durante el dia y entre 10 y 17 °C durante la noche. Las temperaturas superiores a
los 35 °C impactan negativamente sobre el desarrollo de los évulos fecundados y, por ende, afectan el creci-
miento de los frutos. Por otro lado, las temperaturas inferiores a 12 °C afectan adversamente el crecimiento
de la planta. Las temperaturas son especialmente criticas durante el periodo de floracién, ya que por encima
de los 25 °C o por debajo de los 12 °C la fecundacién raramente se produce. Durante la fructificacion las tem-
peraturas inciden sobre el desarrollo de los frutos, acelerandose la maduracion a medida que se incrementan
las temperaturas. No obstante, por encima de los 30 °C (o por debajo de los 10 °C) los frutos adquieren tona-
lidades amarillentas. La humedad relativa éptima oscila entre 60 % y 80 %. Con humedades superiores al 80%
incrementa la incidencia de enfermedades en la parte aérea de la planta y puede determinar, ademas, el
agrietamiento de los frutos o dificultades en la polinizacién. En el otro extremo, una humedad relativa menor

al 60 % dificulta la fijacién de los granos de polen al estigma, lo que dificulta la polinizacidn. El tomate necesita
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de condiciones de muy buena luminosidad, de lo contrario los procesos de crecimiento, desarrollo, floracidn,
polinizacién y maduracion de los frutos pueden verse negativamente afectados. En cuanto al tipo de suelo, la
planta de tomate no es muy exigente excepto en lo que se refiere al drenaje, el cual tiene que ser bueno ya
gue no soporta el anegamiento. No obstante, prefiere suelos sueltos de textura siliceo-arcillosa y ricos en
materia organica. En cuanto al pH, los suelos pueden ser desde ligeramente acidos hasta ligeramente alcalinos
cuando estan enarenados. Es la especie cultivada en invernadero que mejor tolera las condiciones de salinidad

tanto del suelo como del agua de riego.

El tomate, al igual que otras hortalizas, se siembra en almacigo y luego se trasplanta a suelo (Figura 1.1.11b).
Es una forma de adelantar tiempo, de asegurar mayores cuidados a las plantas y asi tener mayor seguridad de
gue éstas crezcan con menos problemas. En general, esta etapa no se hace en el establecimiento de produc-
ciéon sino en establecimientos especializados o plantineras. Esta especie es una planta arbustiva que en su
forma silvestre puede tener un ciclo de vida superior a un afio; sin embargo, con la ayuda de la ingenieria
genética y procesos de seleccién, se han desarrollado cultivares que, con una infraestructura adecuada para
controlar las condiciones ambientales de cultivo, asi como el uso de insumos, permiten obtener mejores ren-
dimientos en poco tiempo. Se pueden distinguir varias etapas fenoldgicas en su ciclo de crecimiento (Figura

1.1.11b) (Catedra de Horticultura, Fac. de Cs. Agrarias y Forestales, UNLP).

ETAPA VEGETATIVA ETAPA REPRODUCTIVA

Siembra y emergencia Trasplante Vegetacion Fructificacion Maduracion

Figura 1.1.11b. Etapas fenoldgicas del cultivo de tomate.

1.1.12.  INVESTIGACION DONDE SE ENMARCA EL DESARROLLO DE ESTE TRABAJO

En el grupo de Microorganismos de Aplicacién en la Agricultura (MAALab) del CINDEFI (Centro de Investi-
gacién y Desarrollo en Fermentaciones Industriales, CONICET-UNLP) en donde se realizé este trabajo, se han
llevado a cabo actividades de investigacion y desarrollo con bacterias promotoras del crecimiento vegetal
desde hace mas de 20 aiios, particularmente con bacterias endéfitas fijadoras de nitrégeno, su caracterizacion
fisiolégica en biorreactores y su interaccidén con plantas mayormente de cultivos extensivos. Desde hace unos

afios, debido a su insercién en la region del CHP y el conocimiento de su problematica, en el MAALab se vienen
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realizando trabajos de investigacidn con cultivos horticolas como tomate y lechuga, enfocados en la investiga-
cion, desarrollo y validacion de bioinsumos a base de PGPB, individuales y multiespecies, tanto de bacterias
de coleccién o recomendadas por el INTA con la idea de mejorar su produccidn con practicas amigables para
la salud de todos. Con este trabajo de tesis, se pretende ampliar la visidn del grupo y comenzar la busqueda
de estrategias biotecnolégicas que conduzcan a una produccion sustentable de estos cultivos, no sélo a través
de la bioprospeccion de bacterias obtenidas del ambiente de las plantas de tomate del CHP en el cual se pre-
tenden aplicar, sino también a través de la incorporacién de técnicas independientes de cultivo enfocadas en
la comprension sobre cudl es su composicidn y cdmo se estructuran las comunidades microbianas y los facto-
res intrinsecos y ambientales que pueden modularla. Profundizar en el conocimiento de estas comunidades
microbianas asociadas a los distintos microhdbitats, en particular la fitomicrobiota bacteriana, asi como sus
modificaciones provocadas por distintos factores, permite una mejor comprensién del funcionamiento del
holobionte planta y no solo suma al conocimiento ecolégico sobre las interacciones planta-bacteria, sino que
también sienta las bases sobre las cuales se pueden tomar decisiones agronémicas respecto al mejor uso be-

néfico de la microbiota.

Dentro de las especies vegetales empleadas para los estudios de efectos de promocion de crecimiento por
las PGPB, la planta de tomate como modelo de estudio representa una elecciéon interesante ya que, como se
menciond previamente, es un cultivo con considerables exigencias nutricionales que normalmente son supli-
das por fertilizantes quimicos ademas de presentar numerosas plagas y enfermedades que se tratan comun-
mente con fitosanitarios. En este trabajo se utilizd como modelo de estudio la especie de tomate hibrido cv.
elpida redondo indeterminado, desarrollado por la empresa Enza Zaden. La eleccién del cultivar se debe a que
dicho hibrido es (atin hoy) la mas utilizada por los productores del CHP por sus caracteristicas en cultivo y

postcosecha:

= Precozy ampliamente adaptado a muchos tipos de cultivo y climas

= Habito de crecimiento constante y vigoroso

= De alto rendimiento, color verde oscuro a frutos rojos de calidad

= De bajo mantenimiento -Planta fuerte, con entrenudos cortos

= Uniformes, grandes, frutos redondos de color rojo vivo

=  Frutos de alta calidad con buena vida util.

Es escasa la informacidn en relaciéon a la microbiota asociada a los microhabitats subterraneos y aéreos de

las plantas de tomate cultivadas en el CHP en condiciones de produccion:

Romero et al., (2014), realizé estudios de la microbiota bacteriana enddfita de hoja y de rizosfera asociada

a plantas de tomate var. platense por métodos independientes, pero no con plantas cultivadas en condiciones
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de produccion sino en macetas en invernadero con suelo proveniente de cultivo en produccién orgdnica en el
CHP.

Romero et al., (2016), realizé estudios de la microbiota bacteriana endéfita de hoja de diferentes varieda-

des de tomate provenientes de cultivos productivos del CHP por métodos dependientes de cultivo.

Collavino et al. (2020), realizaron estudios de las comunidades bacterianas endéfitas (de raiz y tallo) porta-

doras del gen nifH asociadas a plantas de tomate var. Elpida cultivadas en el CHP.

Lépez et al., (2020), realizaron estudios de la microbiota bacteriana endéfita (de raiz, tallo, hoja y fruto) de
plantas sanas y enfermas de tomate var. elpida cultivadas en el CHP, por métodos dependientes e indepen-

dientes de cultivo.

Por todo lo expuesto, queda claro que conocer cual es la composicidn, la estructura y la funcionalidad de
las comunidades bacterianas del holobionte vegetal resulta de gran interés, tanto con fines ecolégicos para
determinar su procedencia y su rol funcional dentro de la comunidad, como para poder descubrir cuales pue-
den ser bacterias beneficiosas que contribuyan a la busqueda de potenciales microorganismos promotores
del crecimiento para utilizarlos como bioinsumos agricolas ya sea como biocontroladores, biofertilizantes y/o

fitoestimulantes, en particular en cultivos horticolas como tomate cultivados en el CHP.
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1.2 HIPOTESIS

Las hipdtesis planteadas en este trabajo, considerando plantas de tomate variedad elpida como modelo de

estudio, suponen que:

—>  Los microhabitats asociados a plantas de tomate var. elpida —incluyendo el suelo— hospedan
comunidades bacterianas diferentes con una mayor similitud entre las comunidades de la endosfera de
los distintos érganos vegetales debido a la seleccién ejercida por el hospedero al ingreso de bacterias a

dichos compartimentos endofiticos.

—>  Las practicas agricolas convencionales e intensivas implementadas durante ainos modifican las
propiedades fisico-quimicas del suelo y, consecuentemente, su comunidad bacteriana alterando las ca-

racteristicas de las comunidades bacterianas de rizosfera y endosfera de plantas de tomate var. elpida.

—> Laendosferay la rizosfera de plantas de tomate var. elpida son habitadas por diversas bacte-
rias con capacidad de promocidn del crecimiento vegetal y biocontrol, las cuales pueden ser aisladas y
caracterizadas para su uso biotecnoldgico como bioinsumos con accidn biofertilizante, bioestimulante

y/o biocontroladora de hongos fitopatdgenos.
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1.3 OBJETIVOS

Teniendo en cuenta las hipdtesis propuestas y las apreciaciones mencionadas en este capitulo, el objetivo

general y los objetivos especificos de este trabajo se detallan a continuacion.

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

—> Mejorar los sistemas de produccién horticola del CHP mediante propuestas de manejo pro-
ductivo fundamentadas en el conocimiento de la estructura y funcionalidad de la microbiota bacteriana
asociada a los agroecosistemas, y el uso eficiente de los servicios ecosistémicos que esta microbiota

brinda, contribuyendo a un modelo de agricultura sustentable.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

—>  Explorar y describir la abundancia, composicién y estructura taxonémica y funcional de las

comunidades bacterianas asociadas al cultivo de tomate var. elpida.

—>  Evidenciar el efecto de la acumulacién de préacticas agronémicas intensivas ligadas a la activi-
dad horticola sobre la composicién y estructura de la microbiota del suelo y la microbiota vegetal del

cultivo de tomate var. elpida.

—>  Obtener una coleccién bacteriana a partir de las comunidades asociadas a raiz, tallo y fruto de
plantas de tomate var. elpida cultivadas en condiciones de produccién. Caracterizar taxondmica de los
aislamientos, y también en relacion a los diferentes mecanismos de promocién del crecimiento vegetal
mediante ensayos in vitro e in vivo, que permitan seleccionar aquellos aislamientos con mayor potencial

de promover el crecimiento vegetal/biocontrol para su potencial uso como bioinsumos agricolas.

A continuacidn, se detalla una breve descripcidn del disefio del experimento general que se llevd a cabo
para la comprobacidn de las hipétesis y el cumplimiento de los objetivos especificos planteados en este tra-

bajo.
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1.4 SITIOS DE ESTUDIO DEL CHP Y DISENO GENERAL DEL EXPERIMENTO

Las hipodtesis y los objetivos planteados en este trabajo de tesis serdn abordados mediante un disefio de
experimento bifactorial, el cual involucra el estudio de los efectos principales de dos factores y su posible
interaccion sobre distintas variables medidas en el objeto de estudio (la microbiota bacteriana asociada a

plantas de tomate). Los dos factores del disefio son:

El microhabitat, con 5 niveles: suelo, rizosfera, raiz, tallo y fruto. Este factor permitira evidenciar el

efecto del microhabitat sobre las comunidades bacterianas asociadas a plantas de tomate.

< Elsitio de estudio, con 2 niveles: Establecimiento Viento Norte (VN) y Establecimiento del productor
Mario (M). Este factor permitira evaluar el efecto de las prdcticas agricolas convencionales e inten-
sivas implementadas durante afios sobre las comunidades bacterianas asociadas a plantas de to-

mate.

En ambos establecimientos se trasplantaron cultivos tardios de tomate var. elpida la primera semana de
enero de 2017. Los plantines que iniciaron el cultivo en ambos establecimientos fueron provistos por la misma

plantinera (Plantar SRL, Av. 44 y calle 242, La Plata).

Los sitios de estudio son dos establecimientos horticolas, ubicados en la localidad de Los Hornos del partido
de La Plata, dentro de la regién del CHP (Figura 1.4a). Al tratarse de establecimientos muy cercanos geografi-
camente, cuentan —a priori— con los mismos perfiles de suelos caracteristicos de la regidén, incluso con las

mismas descripciones segun el proyecto de suelos de la Pcia. de Buenos Aires del GeoINTA.

- ESTABLECIMIENTO VIENTO NORTE

Ubicado en las coordenadas (-57,9344|-35,0158). Este establecimiento se dedica principalmente a la pro-
duccién de tomate y pimiento, aunque también produce pequefias partidas de lechuga. Cuenta con una su-

perficie total de 25 ha cubiertas con invernaculo.

Segun la descripcion de suelos del INTA (GeolNTA, proyecto de suelos de la Pcia. de Buenos Aires 1:50000),
se ubica sobre la unidad cartografica Etchl. Dicha unidad cartografica resulta de una consociacion de las series
de suelo Etcheverry (80%) y Poblet (20%), calificada en capacidad de uso IVws y un indice de productividad de
46,1_A.

Este establecimiento cuenta con una vasta experiencia en produccion horticola, principalmente en el cultivo
de tomate, con mas de 25 afios realizando esta actividad. Particularmente, el invernaculo donde se tomaron

las muestras para este trabajo tiene un historial de monocultivo de tomate de mas de 10 afios.
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Estas caracteristicas son las descriptas en el disefio del experimento empleado en este trabajo como el sitio
de estudio con un amplio historial de cultivos horticolas, y practicas agricolas convencionales intensivas acu-

muladas durante afos (Figura 1.4b).

Productor
Mario Establecimiento
Viento Norte

Productor Establecimiento
Mario e . Viento Norte

Toma de
muestras

Figura 1.4a Imagen satelital de los establecimientos horticolas Viento Norte (VN) y Productor Mario (M). Arriba: Mapa
de suelos superpuesto con las respectivas unidades cartograficas (Fuente: Visor GeoINTA). Abajo: imagen satelital de
cada establecimiento obtenida de Google Earth.

- Establecimiento del Productor Mario

Ubicado en las coordenadas (-57,9593|-35,0207). Es un establecimiento horticola donde se llevan a cabo
diversas producciones como lechuga, cebolla de verdeo, brécoli, repollo, zapallito y principalmente tomate y
pimiento. Dicho predio cuenta con una superficie de 20 ha, de las cuales 11,5 ha se encuentran en condiciones
productivas: 5 ha bajo cubierta (la imagen satelital es antigua y no muestra los invernaculos recientemente

instalados), y 6,5 ha sin cubierta.
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Segun la descripcidn de suelos del INTA (GeoINTA, proyecto de suelos de la Pcia. de Buenos Aires 1:50000),
en el establecimiento predomina la unidad cartografica Etch, Consociacion de las series Etcheverry (90%) e

Ignacio Correa (10%), calificada con capacidad de uso llw, e indice de productividad: 61,8_A.

Si bien el establecimiento lleva varios afios en actividad, recientemente se amplié a zonas nunca antes cul-
tivadas, donde se instalaron nuevos invernaculos y re realizé en el afio 2017 el primer cultivo en dichos suelos,

el cual fue un cultivo de tomate var. elpida.

Estas caracteristicas son las descriptas en el disefio del experimento empleado en este trabajo como el sitio

de estudio sin historial de practicas agricolas convencionales intensivas acumuladas, y con un primer cultivo
de tomate (Figura 1.4b).
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Figura 1.4b Esquema del historial productivo y la acumulacidn de practicas agricolas convencionales intensivas en ambos
sitios de estudio: Establecimiento Viento Norte (VN) y Establecimiento del Productor Mario (M).
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Capitulo 2 Microbiota bacteriana asociada a plantas de tomate var.
INTRODUCCION elpida cultivadas en el CHP: caracterizacion por técnicas moleculares

2.1 INTRODUCCION

2.1.1. COMUNIDADES BACTERIANAS DEL ENTORNO VEGETAL: ABUNDANCIA, COMPOSICION
Y ESTRUCTURA

Tal como se detallé en el Capitulo 1, debido al desarrollo y alcance de las técnicas independientes de cultivo
y a la importancia descubierta en la fitomicrobiota en la ultima década, tanto estudios ecolégicos como de
bioprospeccién han tomado gran relevancia. Un resumen de las investigaciones realizadas especificamente de

la microbiota bacteriana se describe en los siguientes parrafos.

X La mayor cantidad de estudios sobre la microbiota asociada a ambientes agricolas se realizé en el bulk

del suelo y en relacidn al entorno de las plantas se han realizado principalmente en la rizosfera.

X La estimacién de las poblaciones bacterianas mediante qPCR del gen ARNr 16S en microhabitats de

suelo y de diferentes especies vegetales mostro los siguientes resultados:

e Valoresde ~10” y ~10% copias del gen ARNr 16S g de peso seco y fresco de suelo, respectivamente
(Azarbad et al., 2022; Olimi et al., 2022).

e Valores entre 10°-10! y ~10' copias del gen ARNr 16S g de peso seco en rizosfera de Cajanus

cajan y algoddn, respectivamente (Sharma et al., 2020; Zhang et al., 2016).

e Valores entre 108-10" copias del gen ARNr 16S g de peso seco en rizosfera de plantas endémicas

de distintos ambientes extremos de Chile (Acuiia et al., 2016).

e Similaresvalores en el nimero de copias del gen ARNr 16S en suelo y rizosfera (~10%° copias del gen
ARNr 16S g de peso fresco), que difirieron de los hallados en la filosfera de hojas, flores y frutos
de plantas de frutilla (107-108 copias del gen ARNr 16S g de peso fresco) (Olimi et al., 2022).

e Niveles poblacionales bacterianos significativamente mayores en rizosfera (10210 copias del gen
ARNr 16S g de peso seco) respecto a la endosfera de raiz (10’102 copias del gen ARNr 165 g de

peso seco) de plantas de trigo cultivadas sobre suelos andisoles en Chile (Rilling et al., 2018).

e Valores de ~10° y ~10° copias del gen ARNr 16S g de peso fresco en endosfera de raiz y hoja de

plantas de arroz, respectivamente (Chen et al. 2022).

e Laabundancia de copias del gen ARNr 16S bacteriano por gramo fue 13,7 veces mayor en las mues-
tras de rizosfera (1,5 x10%°) en comparacién con muestras de suelo a granel (1,1 x10°), y su la abun-
dancia por gramo de muestras de raices de plantas de Medicago truncatula fue 3,3 x10° (Wang et
al., 2020)
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Diversos estudios muestran que el nimero de copias del gen ARNr 16S por cada célula procariota varia
entre 1-15 (Sun et al., 2013), y debido a esto el resultado de la cuantificacidn no representa fielmente el nu-
mero de células bacterianas, sino que es una sobreestimacién de la densidad poblacional real. No obstante,
esta técnica es vdlida para comparar la abundancia y estructura de las comunidades entre distintos microha-
bitats.

X En lo que respecta al impacto de las practicas agricolas sobre la abundancia de las poblaciones bacte-
rianas, la mayoria de los resultados publicados son sobre la microbiota del suelo y muestran resultados

contrastantes, como por ejemplo:

e Rahman et al., (2020) informaron que en suelos con amplio historial de fertilizaciéon quimica y uso
de pesticidas en cultivo de arroz el N° de copias del gen ARNr 16S fue significativamente menor (~4
x10%° copias g') comparado con un cultivo de arroz en un suelo vecino sin uso de agroquimicos (~6
x10% copias g!)

e Macedo et al., (2021) no encontraron diferencias en los valores del gen ARNr 16S (10°-10* copias
g1 de peso seco) en 4 suelos distintos con y sin el agregado de una enmienda orgdnica

e Jorquera et al., (2013) aseguraron un aumento de la densidad poblacional bacteriana en rizosfera

de gramineas con las mayores dosis de fertilizante nitrogenado.

Considerando al suelo como sistema vivo complejo, ha sido caracterizado por contener una amplia gama
de microentornos, cuyas caracteristicas bidticas y abidticas asi como su respuesta a determinados disturbios
pueden variar considerablemente en la escala de micrones a milimetros (Fierer, 2017). Esto hace que la biblio-
grafia al respecto muestre resultados muy variables, incluso en suelos de caracteristicas similares. Por otro
lado, uno de los pocos estudios sobre el impacto del manejo agrondmico en el N° copias del gen ARNr 16S de
microhabitats vegetales fue el de Wassermann et al. (2019), quienes determinaron que no hubo diferencias
significativas en las poblaciones bacterianas en diferentes partes del fruto de manzanos (pedunculo, cascara,
pulpa, semilla) segln el tipo de manejo agrondmico utilizando durante su cultivo (organico/convencional),

aunque si hubo variacién debido a la parte del fruto evaluada (factor microhabitat).

X La composicidon y estructura de las comunidades del suelo puede verse afectada por las practicas agri-
colas, las cuales pueden también impactar en las comunidades rizosféricas, a diferencia de las lo que
ocurre con las comunidades de la endosfera cuyo principal condicionante se ha reportado como el geno-

tipo de la planta hospedera.

X En comparacioén con la microbiota de la rizosfera, la microbiota de la filosfera es menos diversa y abun-
dante, sin embargo su papel ecolégico es igualmente importante para la salud y el estado fisico de las

plantas.
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X Se han descripto una gran cantidad de phylum bacterianos presentes en la naturaleza, no obstante, a
pesar de ello y de los multiples factores que puedan afectar a los componentes del fitomicrobioma, se
encontrd que las Proteobacterias, Actinobacterias y Bacteroidetes son los phylum dominantes, tanto en

la parte subterranea como en la parte aérea (Bulgarelli et al., 2013; Hacquard, 2016).

X Las comunidades bacterianas de la rizosfera pueden ser semejantes a las del bulk del suelo en términos
de diversidad, pero se enriquecen en determinados phylum en las distintas plantas en donde los rizode-
positos liberados por las raices pueden desempenar un papel importante en la amplificacion de los taxo-
nes bacterianos dominantes. Entre éstos se han encontrado Firmicutes, Actinobacteria, Planctomycetes,
Acidobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia y Proteobacteria (Dastogeer et al 2020; Chialva et al.,
2022). Algunos de los géneros reportados incluyen Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Arthrobacter,
Rhizobium, Burkholderia, Azospirillum, Azotobacter, Flavobacterium, Cellulomonas y Micrococcus (Men-
des et al., 2011 y 2013), y su seleccién podria estar relacionada con ciertas caracteristicas propias como

la eficiencia en el uso de nutrientes y la velocidad de crecimiento (Chialva et al., 2022).

X En cuanto a la rizoendosfera, se observa en general una disminucién de la diversidad y riqueza micro-
biana respecto de la rizosfera, con importantes cambios en la composicién taxondmica: predominio del
phylum Proteobacteria (~*50% en abundancia relativa), especificamente las clases Alphaproteobacteria y
Gammaproteobacteria, Actinobacteria (¥10%), Firmicutes (~10%) y Bacteroidetes (~10%) (Liu et al.,
2017). En algunos de los estudios se encontrd que Acidobacteria, Gemmatimonadetes y Arqueas dismi-
nuyen desde el bulk del suelo hacia la endosfera de la raiz mientras que las Proteobacterias (especial-
mente las Gammaproteobacteria) aumentan significativamente en abundancia (Edwards et al., 2015; Liu

etal., 2017).

X Tal como se mencioné previamente en el Capitulo 1, las comunidades bacterianas del suelo son las
mas estudiadas en cuanto al efecto de las practicas agricolas sobre su estructura y, mayoritariamente, se
han estudiado en cultivos extensivos, con distintas intensidades labranza, bajo manejo orgdnico o con-
vencional, y muestran que los cultivos con minima labranza y llevados a cabo en forma organica, en ge-

neral, mejoran la diversidad de las comunidades del suelo.

X Aligual que lo reportado en relacidn a la abundancia de poblaciones bacterianas del suelo, se encon-
traron resultados dispares también en relacidon a cémo se ve afectada su composicion y estructura de las
en funcién del agregado de fertilizantes nitrogenados (N) y fosforados (P) (Barros Rodriguez et al., 2021;

Berg et al., 2022):

. Un ensayo realizado en cultivo de arroz que combind fertilizacién quimica (N y NP) y organica
(estiércol) mostré que la aplicacién continua de N y NP con o sin enmienda organica durante mas
de cuatro décadas en el suelo de arroz condujo a la modificacion de las comunidades bacterianas:
la mayor riqueza de OTUs bacterianos se registré en el tratamiento fertilizado con NP; los phylum

dominantes en todos los tratamientos fueron Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria,
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Chloroflexi y Firmicutes, que representaron alrededor del 80-85% del total de OTUs; algunos de
estos phylum fueron suprimidos con la aplicacién solo de N y otros presentaron una mayor abun-
dancia relativa (Firmicutes, Actinobacteria y Nitrospira). El uso continuo de N en el suelo suprimid
considerablemente algunos taxones diazdotrofos como Burkholderiales y Enterobacteriaceae

(Kumar et al., 2018).

e Altos niveles de fertilizantes afectaron negativamente la riqueza y diversidad bacteriana de la rizos-

fera de plantas de trigo (Kavamura 2018).

e Un uso excesivo de fertilizantes nitrogenados provoco una disminucion de la abundancia relativa
de Bacteroidetes y un aumento de Actinobacterias y Proteobacterias (a y y) en las comunidades de

la rizosfera de trigo (Chen et al., 2019).

e Altas dosis de fertilizantes disminuyeron la diversidad de la comunidad microbiana del suelo, pero
se seleccionaron microorganismos tolerantes a la aplicacion alta de nitrégeno y fosforo (Zhang et
al., 2021).

e Un meta-analisis de datos mostrd que: el fertilizante N aumenté la diversidad microbiana cuando
los estudios se realizaron durante un periodo superior a 5 afios, incluso cuando se aplicé N a dosis
elevadas. En ambos casos se condujo a la acumulacién de materia orgdnica del suelo (MOS) ya sea
directamente a través de la aplicacidn de materiales organicos o a través de incrementos inducidos

por fertilizantes en aportes de carbono derivados de plantas al suelo (de Graaff et al., 2019).

e La aplicacidn de N y/o P en una plantacion de abetos subtropicales en el sur de China modificé las
caracteristicas de las comunidades bacterianas del suelo: la riqueza y diversidad bacteriana dismi-
nuyd mas con la adicion de N (N y NP) que solo con el agregado de P. Proteobacterias, Acidobacte-
rias y Actinobacterias fueron los phylum principales en todos los tratamientos. La adicién de N au-
mentd la abundancia relativa de Proteobacteria y Actinobacteria en 42,0y 10,5%, respectivamente,

mientras que redujo la de Acidobacteria en un 26,5% (Wang et al., 2018).

La enorme diversidad genética y metabdlica de la microbiota bacteriana asociada a las plantas y su entorno,

sumada a la variedad de ambientes, denota la complejidad de su estudio (Jakoby et al., 2017).

2.1.2. MICROBIOTA ASOCIADA A PLANTAS DE TOMATE

En lo que respecta a estudios de la microbiota asociada a plantas de tomate, considerando la importancia
de este vegetal a nivel mundial, y en concordancia con el interés en los estudios de fitomicrobiota en la Ultima

década tal como se menciond en el Capitulo 1, las investigaciones al respecto aumentaron de manera
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exponencial: de acuerdo a una busqueda con palabras claves “tomato plant microbiota” (Buscador Pubmed
del NCBI) se encontraron 2 trabajos en 2012, en 2017 (inicio de este trabajo de tesis) 13 trabajos y en 2022 39
trabajos (y no todos tienen que ver con la caracterizacion de la microbiota de tomate) (Figura 2.1a), indicando
el interés de diversos grupos de investigacién en descubrir y describir la microbiota asociada a plantas de

tomate, utilizando tanto métodos dependientes como independientes de cultivo.
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Figura 2.1.2a Numero de publicaciones anuales sobre el estudio de la microbiota de las plantas de tomate en los ultimos
10 afios.

En la Figura 2.1.2b, se muestran datos recopilados de 25 estudios de metabarcoding sobre comunidades
bacterianas asociadas a plantas de tomate empleando en particular técnicas independientes de cultivo, espe-
cificamente tecnologias de secuenciacién masiva como Pirosecuenciacién e lllumina (Allard et al., 2016; Allard
et al., 2018; Babaola et al., 2022; Bergna et al., 2018; Cai et al., 2017; Caradonia et al., 2019; Dong et al., 2019;
Kwak et al., 2018; Eltlbany et al., 2019; Escobar Rodriguez et al., 2020; Flemer et al. 2022; French et al., 2020;
Larousse et al., 2017; Lee et al., 2019; Li et al., 2014; Lopez et al., 2018; Lopez et al., 2020; Mufioz-Ucros et al.,
2020; Ottesen et al., 2013; Poudel et al., 2018; Romero et al., 2014; Thomas y Shaik et al., 2021; Tian et al.,
2015; Zheng et al., 2019).
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Figura 2.1.2b Antecedentes sobre estudios de comunidades bacterianas asociadas a distintos microhabitats superficiales
y endofiticos de plantas de tomate empleando técnicas independientes de cultivo. Se resume la riqueza observada de
OTUs/ASVs, la diversidad por el indice de Shannon-Wiener, y los taxones mas abundantes a nivel de phylum (incluyendo
rango de abundancia relativa y nimero de publicaciones en las barras de colores) y de género reportados en 25
publicaciones cientificas.
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De acuerdo a los antecedentes que se muestran en la Figura 2.1.2b (no se muestran datos de bulk de suelo

aunque ha sido objeto de estudio en varias de las publicaciones mencionadas), al igual que para los estudios

de fitomicrobiota en general, el microhabitat mas estudiado es la rizosfera (17), y luego la endosfera de raiz

(9, 1 de ellos en tomate variedad elpida en el CHP), endosfera de hoja (3), de tallo (2, 1 de ellos en tomate

variedad elpida en el CHP) y de fruto (2, 1 de ellos en tomate variedad elpida en el CHP). Estos estudios se

realizaron para evaluar comparativamente las caracteristicas de las comunidades bacterianas, por ejemplo,

de los diferentes microhdbitats de las plantas, de plantas sanas y enfermas, de plantas cultivadas bajo dife-

rentes prdacticas de manejo. Algunas conclusiones reportadas en estos trabajos fueron:

Ottesen et al. (2013):

Distintos grupos de comunidades microbianas se asociaron con diferentes 6rganos de la planta, pu-
diendo correlacionarse un gradiente de similitud de composicion con la distancia entre el suelo y una

parte dada de la planta.

Romero et al. (2014):

Las comunidades bacterianas endofiticas de hoja presentaron una menor diversidad comparadas con

las muestras de rizosfera.

Allard et al. (2016):

La aplicacién de tres enmiendas orgdanicas (cama fresca de aves de corral, granulos estériles de arena
para aves de corral y vermicompost) aplicadas antes del trasplante no ejercié una influencia diferencial
sobre las comunidades bacterianas asociadas a la rizosfera, y a la filosfera de flores o frutos de tomate
comparada con la de los fertilizantes sintéticos.

En el momento de la cosecha, las plantas de tomate presentaron comunidades bacterianas especificas

de los érganos de las plantas, pero generalmente independientes de la enmienda aplicada.

Lee et al. (2019):

La diversidad microbiana y la estructura de las comunidades vario segun el rizocompartimento, con
caracteristicas mas distintivas en la endosfera. Las comunidades bacterianas en el suelo y la rizosfera
se correlacionaron con las propiedades fisicoquimicas del suelo, como el pH, la conductividad eléctrica
y los niveles catidn intercambiable, mientras que esta tendencia no fue evidente en las muestras de
la endosfera. Un pequefio nimero de OTUs estuvieron presentes en todas las muestras de la rizosfera
y la endosfera representado por mas del 60% de la abundancia relativa total. Entre estos microorga-
nismos centrales, en las muestras de la endosfera se encontraron como mds abundantes los géneros
Acidovorax, Enterobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Streptomyces y Variovorax, cuyos miembros se
sabe que tienen efectos beneficiosos sobre el crecimiento de las plantas. Un analisis de red de coocu-
rrencia indicé que la comunidad microbiana en la rizosfera tenia una red mas grande y mas compleja

que las del bulk del suelo y de la endosfera.
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Dong et al. (2019)

Las comunidades bacterianas de suelo y rizosfera mostraron la mayor riqueza y diversidad, la mas baja
diversidad bacteriana se dio en las muestras filosféricas, mientras que la riqueza mas baja en la en-
dosfera. Entre las muestras endofiticas, tanto la diversidad como la riqueza bacteriana en los diferen-
tes tejidos fue variada, con los valores mas altos en raices. El phylum mas abundante fue Proteobac-
teria, con la excepcidn de las semillas donde tanto Proteobacteria como Firmicutes fueron dominan-
tes. A nivel de género, las secuencias de Pseudomonas y Acinetobacter prevalecieron en la rizosfera,
y en la filosfera, mas del 97% de las secuencias se asignaron a Acinetobacter. Para los endoéfitos, Aci-
netobacter, Enterobacter y Pseudomonas fueron los géneros mas abundantes en las raices, tallos y
hojas. En los frutos, los enddfitos bacterianos variaron en diferentes compartimentos siendo Entero-

bacter enriquecido en el pericarpio y semillas.

Caradonia et al. (2019)

Las caracteristicas de la microbiota bacteriana de cultivos de campo son el producto de un proceso
selectivo que diferencia progresivamente entre rizosfera y microhabitats de raices. Este proceso se
inicia temprano cuando las plantas estdn en una etapa de vivero y luego es mas marcado en las ultimas
etapas de desarrollo, en particular en la cosecha. La seleccién actua tanto sobre las abundancias rela-
tivas bacterianas como sobre asignaciones filogenéticas, con un sesgo para el enriquecimiento de
miembros del phylum Actinobacteria en el compartimiento de la raiz. La microbiota que prosperd en

la interfaz raiz-suelo estd modulada por y responde al tipo de fertilizante nitrogenado aplicado.

Lépez et al. (2020)

Los organismos encontrados en todas las muestras (plantas de tomate variedad Elpida sanas y enfer-
mas) pertenecieron principalmente a 4 filos: Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacte-
ria. Las Proteobacterias fueron relativamente mas abundantes dentro de las comunidades endofitas
de diferentes drganos vegetales de plantas enfermas. Los frutos mostraron contener una comunidad

bacteriana compleja.

Flemer et al. (2022)

Condiciones de estrés bidtico y abidtico (idnico y osmadtico) modificaron la microbiota de la endorizos-

fera con modificaciones en la abundancia relativa de Firmicutes y clases de Proteobacterias.
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2.1.3. FUNCIONALIDAD DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS

Para satisfacer las necesidades nutricionales de los cultivos en los agroecosistemas, el nitrogeno (N) y el
fosforo (P) se agregan rutinariamente como fertilizantes quimicos, una practica sobre utilizada en el CHP que
causa serias preocupaciones ambientales tal como se mencioné en el Capitulo 1 (Mac Loughlin et al., 2017,
Solis et al., 2020). Otra practica que apunta a mejorar la fertilidad de los suelos es el empleo de enmiendas
organicas, principalmente descarte de la actividad avicola y de caballerizas de regién del CHP. Con esta ultima
practica se realiza un gran aporte de da materia organica al suelo (MOS), la cual provee una gran cantidad de
nutrientes que necesitan ser transformados a formas inorganicas biodisponibles; ademas la MOS mejora las
propiedades fisicas del suelo como estructura, aireacidn, drenaje y capacidad de retencién de agua y amorti-

gua las fluctuaciones del pH, ademas de aumentar los recursos disponibles para los microorganismos del suelo.

La microbiota del entorno agricola también puede contribuir al aporte de nutrientes, por ejemplo, propor-
cionando nitrégeno fijado de la atmdsfera por el proceso de Fijacién bioldgica de Nitrégeno (FBN), o mediante
la mineralizacidon de compuestos organicos fosforados, la solubilizacion de compuestos insolubles de fésforo,
entre otras acciones. La FBN por las bacterias —en la que el N, atmosférico se reduce a amoniaco por el com-
plejo enzimdtico bacteriano nitrogenasa, codificado por los genes nif- es considerada uno de los beneficios
mas relevantes desde el punto de vista ecolégico y agrondmico obtenido por las plantas a partir de su inter-
accion con las bacterias (Rilling et al., 2018; Silveira et al., 2021). El gen nifH —que codifica la subunidad hierro-
proteina del complejo enzimatico nitrogenasa en bacterias y arqueas— se ha considerado un marcador biolé-
gico util para inferir el papel ecoldgico y el potencial de la comunidad microbiana en la fijacién de N (Pajares y
Bohannan, 2016). La actividad de las comunidades bacterianas solubilizadoras y mineralizadoras de P tienen
el potencial de mejorar la absorcién de P por las plantas al aumentar las formas biodisponibles de P en el suelo.
El fosfato insoluble de aluminio, hierro o calcio se transforma en ortofosfato soluble y las moléculas de P or-
ganicas se hidrolizan enzimaticamente a ortofosfato soluble inorgdnico mediante comunidades bacterianas
que solubilizan y mineralizan P, respectivamente (Compant et al., 2019). Entre las enzimas que hidrolizan P
(fitasas), las fosfomonoesterasas alcalinas (APasas), asociadas exclusivamente con el metabolismo de bacte-
rias, hongos y lombrices de tierra, son relevantes para el reciclaje de fésforo organico en suelos alcalinos (Tur-
ner, 2010). De los tres genes homdlogos que codifican APasa en procariotas (phoD, phoA y phoX), varios infor-
mes destacan la alta correlacidn inversa de la abundancia de phoD con la disponibilidad de P y la correlacién
positiva con la actividad de APasa (Acufia et al., 2016; Fraser et al., 2015), lo que lo convierte en un gen factible
para ser utilizado en estudios ecoldgicos de comunidades bacterianas mineralizadoras de fésforo. La micro-
biota del suelo y la rizosfera también estdn involucradas en el metabolismo del etileno, hormona asociada al
crecimiento de los érganos de las plantas, diferenciacién de tejidos, senescencia, respuesta a situaciones de
estrés, entre otros (Gamalero y Glick, 2015). La produccidon bacteriana de la enzima 1-aminociclopropano-1-
carboxilato deaminasa (ACC-deaminasa), codificada estructuralmente por el gen acdS y regulada por el gen
acdR, modula los niveles de etileno y favorece el crecimiento de las plantas en condiciones de estrés (p. €j.,
sequia, salinidad, inundacién), donde la concentracion de etileno podria alcanzar niveles inhibidores para el

crecimiento de las plantas (Glick, 2014).
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Son escasos los estudios en agroecosistemas sobre la presencia, abundancia y diversidad de genes relacio-
nados con la promocién del crecimiento vegetal, como la fijacién de N (gen nifH), la mineralizacién de P (gen
phoD) y ACC (gen acdS), entre otras. Algunos antecedentes en relacién al estudio de estas funcionalidades en

diferentes agroecosistemas muestran que:

* Rilling et al., (2018) encontraron ~10° copias del gen nifH g™* en rizosfera de plantas de trigo cultivadas
en condiciones de campo sobre suelos andisoles en Chile, las cuales decrecieron significativamente en en-

dorizosfera a 2 x 10° copias g™.

¥ Snehaetal. (2021) encontraron entre 10°-10° copias del gen nifH g™* tanto en suelo como en rizosfera

de plantas de garbanzo.

¥ Bouffaud et al., (2016) encontraron ~10’ copias del gen nifH g™t en suelo y ~108 copias del gen nifH g™*

de rizosfera de plantas de tomate cultivadas en suelos de uso agricola y en suelos de pradera natural sin

diferencias.

¥ Huhe et al. (2014) encontraron ~10° copias del gen nifH g sin diferencias significativas entre suelos
con diferentes afios de descanso luego de 40 afios de agricultura extensiva, con indices de diversidad de

Shannon-Wiener entre 2,7-2,8.

#  Collavino et al. (2020) amplificaron y secuenciaron el gen nifH presente en muestras de endosfera de
raiz y tallo de tomate var. Elpida crecido en la EE Julio Hirschhorn en el CHP y encontraron que los géneros
bacterianos mas abundantes asociados al gen nifH en estos microhabitats (¥85%) fueron Rhizobiales,
Burkholderiales, Pseudomonadales, Enterobacterales y Bacillales, entre otros. A su vez, determinaron que
la fertilizacién quimica afecté negativamente las comunidades diazotréficas de la endosfera, evidenciado

por la alteracion en los perfiles de los filotipos mas abundantes.

* Bouffaud et al., (2018) encontraron 10°-107 copias del gen acdS g™* en suelo y rizosfera de plantas de
tomate cultivadas en suelos de uso agricola y en suelos de pradera natural con mayores valores en este
ultimo suelo. Por medio de secuenciacidn masiva se identificaron los principales taxones que portan este
gen en suelo y rizosfera de tomate: ~70% se corresponde al phylum Proteobacteria (géneros Burkholderia,
Methylibium, Variovorax, Acidovorax, Pseudomonas, Ralstonia, entre otros) y el restante ~30% al phylum
Actinobacteria (géneros Streptomyces, Arthrobacter, Norcardioides, Agromyces, Microbacterium, entre

otros).

X Langetal., 2022 determinaron que la fertilizacion con P afecté significativamente la estructura y com-
posicion de la comunidad bacteriana portadora de phoD, pero no su abundancia, la cual se mantuvo en el
orden de ~10° copias g* de suelo. Estos resultados también fueron observados por Fraser et al., 2015 al
evaluar el efecto de los aportes de fertilizantes de P inorganicos (minerales) y organicos (estiércol). Las

bacterias portadoras de phoD dominantes fueron Proteobacteria y Actinobacteria.
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En relacién a los objetivos planteados en este trabajo, a continuacién se describen los estudios que nos
permitieron caracterizar las comunidades bacterianas asociadas a plantas de tomate variedad elpida cultiva-
das en dos sitios del CHP, mediante la obtencién de ADN bacteriano de los diferentes drganos de las plantas,
de la rizosfera y del bulk del suelo, y la evaluacién del gen ARNr 16S, el gen nifH, el gen phoD y el gen acdsS,
haciendo uso de técnicas moleculares independientes de cultivo, y evaluar la modulacién de dichas comuni-

dades por el microhabitat de la planta y las practicas de manejo del cultivo.
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1. TOMA DE MUESTRAS A CAMPO Y PROCESAMIENTO EN LABORATORIO

De cada uno de los sitios descriptos previamente (ver Descripcidn de los sitios: Establecimiento Viento Norte
(VN) y Mario (M)) se tomaron tres muestras compuestas (cada una por 3 submuestras) de suelo, rizosfera y
plantas de tomate enteras (ver Figura 2.2.1a). Se tomo en lugares al azar el suelo entre plantas del lomo de
los surcos entre las profundidades de 0-10 cm con un barreno y se colecté en bolsas estériles separadas cada
muestra. Se seleccionaron al azar las 9 plantas colectadas de cada establecimiento horticola: cada una de las
plantas seleccionadas se descalzé cuidadosamente descartando el suelo menos adherido a las raices, y se se-
pararon las raices de la parte aérea cortando a nivel de cuello de la raiz con tijeras desinfectadas. Las raices
con la rizosfera (suelo mas cercano adherido) se guardaron en bolsas estériles separadas. Respecto a la parte
aérea de las plantas colectadas, se cosecharon todos los frutos (verdes y maduros) y se guardaron en bolsas
estériles separadas. El tallo con las hojas también se guardd en bolsas estériles separadas. Las distintas mues-
tras se mantuvieron en conservadora con hielo hasta ser transportadas al Laboratorio de Microorganismos de
Aplicacidn en Agricultura (MAALab) (CINDEFI — UNLP / CCT CONICET La Plata).

Viento Norte
(VN)

Sitios de estudio: 2 establecimientos con diferentes caracteristicas

Muestra Compuesta 1 Muestra Compuesta 3

Muestra Compuesta 2

Toma de Muestra: triplicado de muestras compuestas por 3 submuestras para cada uno de los sitios.

/

Suelo rizosférico Raiz Tallo Fruto

Suelo

| Muestras procesadas: Suelo, rizosfera y diferentes 6rganos vegetales (raiz, tallo y frutos) de plantas de tomate

Figura 2.2.1a Esquema de toma de muestras en los establecimientos horticolas VN y M del CHP

Una vez en el laboratorio, parte de las muestras fueron procesadas (en condiciones de esterilidad) como se

describe a continuacion para su uso en estudios de biologia molecular:
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SUELO. Parte de las muestras de suelo se enviaron a la Catedra de Edafologia de la Fac. de Cs. Agrarias y
Forestales (UNLP) para el analisis fisico-quimico de cada uno de los suelos. El resto de las muestras de
suelo se homogeneizaron manualmente, se fraccionaron en tubos de polipropileno estériles y se conser-

varon a -80°C hasta su uso.

RIZOSFERA. El suelo rizosférico se obtuvo desprendiendo el suelo intimamente adherido a las raices me-
diante movimientos manuales del sistema radical en el interior de bolsas estériles (Dong et al., 2019) se

fracciond en tubos de polipropileno estériles y se conservé a -80°C hasta su uso.

RAIZ. Luego de separar la rizosfera, las raices se lavaron enérgicamente con solucion fisioldgica con
tween80 0,1% [v/v] y se desinfectaron superficialmente con NaClO (46 g I'?) al 15% [v/v], en agitacidn a
150 rpm durante 30 minutos, para eliminar las poblaciones bacterianas superficiales y quedarnos Unica-
mente con las poblaciones bacterianas endéfitas (Dong et al., 2019). Luego de la desinfeccion superficial
se lavan las raices 3 veces con agua destilada estéril para eliminar los restos de desinfectante y son trata-
das superficialmente con DNAsa para eliminar posibles restos de ADN bacteriano que queden en la su-
perficie de la raiz (Dong et al., 2019). Diferentes porciones representativas del sistema radical (raiz prin-
cipal y laterales) se cortaron en pequefios trozos con un bisturi estéril, se congelaron con nitrégeno li-
quido y se molieron en OMNI Mixer (Sorvall Duppont) (Figura 2.2.1b). El polvo de raiz congelado se frac-

ciond en tubos de polipropileno estériles y se conservé a -80°C hasta su uso.

TALLO. Los trozos de tallos fueron seleccionados teniendo en cuenta tres porciones a lo largo de la planta:
una porcién basal, una medial y otra apical. De cada seccién se cortaron dos trozos de 3 cm aproximada-
mente. Los tallos se sometieron a un lavado con solucidn fisiologica con tween80 0,1% [v/v] agitandose
por 30 segundos en frascos estériles. Luego se realizd la desinfeccidn superficial de los mismos con NaClO
(46 g I'Y) al 15% [v/v] en agitacién a 150 rpm por 8 minutos. Posteriormente se realizaron 3 lavados con
agua destilada estéril para remover los restos de desinfectante y se trataron superficialmente con DNAsa
para eliminar posibles restos de ADN bacteriano que queden en la superficie del tallo. Luego, los tallos se
cortaron en pequefias porciones con un bisturi estéril, se congelaron con nitrégeno liquido y se molieron
en OMNI Mixer (Sorvall Duppont) (Figura 2.2.1b). El polvo de tallo congelado se fraccioné en tubos de

polipropileno estériles y se conservé a -80°C hasta su uso.

FRUTO. Dos frutos de cada planta fueron lavados con solucion fisioldgica con tween 80 0,1% [v/v] y luego
desinfectados superficialmente mediante rociado de etanol 70% en tres oportunidades, esperando 3 mi-
nutos entre cada momento. Luego de la desinfeccion superficial se sometid a 3 lavados con agua destilada
estéril y la accion de DNAsas en la superficie del fruto, se retird la epidermis con un bisturi estéril y se
cortaron porciones procurando incorporar desde la parte mas externa hasta la mas interna del fruto,
descartando las semillas. Las porciones de fruto se congelaron con nitrégeno liquido y se molieron en
OMNI Mixer (Sorvall Duppont) (Figura 2.2.1b). El polvo de fruto congelado se fraccioné en tubos de poli-

propileno estériles y se conservd a -80°C hasta su uso.
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Figura 2.2.1b Fotografias del procesamiento de muestras de raiz, tallo y fruto para obtencién de ADN bacteriano de las
comunidades enddfitas.

2.2.1.1 Control del procedimiento de obtencion de ADN bacteriano de comunidades enddfitas

Los procedimientos realizados para la obtencién de muestras que contienen informacién sobre las comuni-
dades enddfitas asociadas a los distintos drganos vegetales de tomate fueron la accidn superficial de una so-
lucion desinfectante con NaClO y con la accién de DNAsas, con el objetivo de eliminar todos los microorganis-
mos y restos de ADN superficiales y quedarnos con aquellos presentes en los tejidos internos de los distintos

drganos.

= Control de desinfeccion superficial. Se utilizé el agua del ultimo lavado de los distintos drganos vege-

tales para verificar la ausencia de microorganismos en su superficie. Se plagquearon 100 pl del agua del
ultimo lavado de los distintos tejidos en placas de petri con medio de cultivo para heterétrofos (R2A; Tabla
7.1a del ANEXO C: Medios de Cultivo) y también se realizé el apoyo y rolado de los tejidos luego de la
desinfeccion superficial sobre placas de petri con el mismo medio de cultivo. Las placas de petri se cultiva-

ron en oscuridad a 30°C durante 72h para luego verificar la presencia/ausencia de colonias bacterianas.
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= Control de la eliminacion de ADN superficial. Se utilizé el agua del Gltimo lavado para realizar una PCR

y controlar efectivamente la ausencia de producto de PCR, lo que evidencia la ausencia de microorganis-
mos/ADN bacteriano en la superficie de los tejidos. La PCR se realizd con primers universales 341F (5'-
CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) y 907R (5’ -CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3") que amplifican la regién V3-V7 del
gen ARNr 16S. La reaccién de PCR contenia 1 pl de muestra, 1 U de GoTaq DNA Polimerasa (Promega),
Buffer de reaccion 1x, 0,2 mM de cada dNTP y 5 uM de cada primer en un volumen final de reaccidn de 25
ul. El programa del termociclador consistié en 1 ciclo [4 min a 94°C], 25 ciclos [30 seg a 94°C, 45 seg a 57°C
y 1 min a 72°C] y la extensidn final [10 min a 72°C]. Los productos de amplificacién se sometieron a una
electroforesis en gel de agarosa 1,2 % con TAE como buffer de corrida, a 100 V durante 30 minutos. Poste-
riormente el gel se tifié con Bromuro de Etidio (10 mg ml?) y los productos de amplificacién se visualizaron

en un transiluminador UV.

2.2.2. EXTRACCION DE ADN METAGENOMICO BACTERIANO A PARTIR DE MUESTRAS AMBIEN-
TALES. CONTROL DE CALIDAD DEL ADN OBTENIDO.

Las muestras de suelo, rizosfera y drganos vegetales conservados a -80°C se utilizaron para extraer el ADN
total metagendmico empleando el kit comercial FastDNA Spin Kit (MP biomedicals) siguiendo las instrucciones
del fabricante (ver Figura 2.2.2a). La extraccién de ADN se realizé para cada triplicado de muestra compuesta,
repartiendo los 450 mg totales sobre los cuales se realiza una extraccién de ADN en 150 mg de cada submues-

tra.

Cada una de las 30 extracciones de ADN obtenidas (2 sitios X 5 muestras —suelo, rizosfera, raiz, tallo y fruto—
X 3 réplicas; N=30) se midieron por espectrofotometria en un equipo Nanodrop y se estimo la concentracion
de ADN (ng ul'?) y la pureza del mismo al obtener la relacién de absorbancia 260/280 (las bases aromaticas de
la estructura del ADN -purinas y pirimidinas- presentan un pico de absorbancia a 260 nm, mientras que la
absorbancia a 280 nm estima el contenido de contaminantes como proteinas y compuestos fendlicos). Las
muestras con ADN relativamente puro presentan un valor de A260/280 entre 1,8 y 2,0. Se normalizé la con-
centracion de ADN de todas las muestras a ~30 ng/ul realizando con agua miliQ (apta para biologia molecular)

las diluciones correspondientes para cada muestra.
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Figura 2.2.2a Procesamiento de muestras para obtencién de ADN metagendmico bacteriano.

Para comprobar la correcta calidad de los fragmentos de ADN bacteriano se realizé la amplificacion parcial
del gen ARNr 16S mediante una PCR, utilizando los primers universales 341F (5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3") y
907R (5'-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3"). La reaccion de PCR contenia 1 ul de muestra, 1 U de GoTaq DNA Poli-
merasa (Promega), Buffer de reaccion 1x, 0,2 mM de cada dNTP y 5 uM de cada primer en un volumen final
de reaccién de 25 pl. Para validar la experiencia se realizé un control negativo de la reaccion PCR (utilizando
agua miliQ en vez de muestra con ADN) y un control positivo utilizando una muestra de 30 ng de ADN de la
bacteria Paraburkholderia tropica Mto-293 (bacteria promotora del crecimiento vegetal utilizada como mo-
delo en este trabajo). El programa del termociclador consistié en 1 ciclo [4 min a 94°C], 25 ciclos [30 seg a
94°C, 45 seg a 57°Cy 1 min a 72°C] y la extensidn final [10 min a 72°C]. Los productos de amplificacidon y un
patrén de peso molecular (100-1000pb; Productos Bio-LAogico) se sometieron a una electroforesis en gel de
agarosa 1,2 % con TAE como buffer de corrida, a 100 V durante 30 minutos. Posteriormente el gel se tifié con

Bromuro de Etidio (10 mg ml?) y los productos de amplificacidn se visualizaron en un transiluminador UV.

2.2.3. CARACTERIZACION A NIVEL TAXONOMICO DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS ASO-
CIADAS AL CULTIVO DE TOMATE

Se caracterizaron las comunidades bacterianas asociadas a las diferentes muestras de suelo, rizosfera y en-
dosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate en base a su cuantificacion, composicién y estructura. La
cuantificacidn se realizé mediante qPCR del gen ARNr 16S, mientras que la composicion y estructura derivaron

de la secuenciacién masiva parcial de este mismo gen y el posterior analisis bioinformatico.
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2.2.3.1 Cuantificacion de las comunidades bacterianas totales mediante g-PCR

A partir del ADN metagendmico bacteriano de las distintas muestras se cuantificd el nimero de copias del
gen ARN ribosomal 16S (comunidad bacteriana total), por gramo de muestra (N° copias g%) mediante la técnica

de g-PCR (ver fundamentos y metodologia de gPCR, en el ANEXO A) (Rilling et al., 2018).

Los primers utilizados para la amplificacién de cada gen se detallan en la Tabla 2.2.3a. Para la reaccidn de
gPCR (Tabla 2.2.3b) se empled la mezcla de reacciéon PowerUp TM SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher
Scientific Inc.) y el termociclador StepOne™ Real Time PCR System 7300 (Applied Biosystems) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Tabla 2.2.3a Primers utilizados para amplificar el gen ARNr 16s de las diferentes muestras.

Gen objetivo Muestras Primers Referencia
799f (5'-AAC MGG ATT AGA TAC CCK G-3’) Shade et al.,
Suelo y rizosfera
1115r (5’'-AGG GTT GCG CTC GTT G-3') 2013
16S rRNA
Endosfera de raiz, Bac1369F (5'-CGG TGA ATA CGT TCY CGG-3’) Suzuki et al.,
talloy fruto Prok1492R (5’-GGW TAC CTT GTT ACG ACT-3') 2000

Tabla 2.2.3b Mix de reaccion y termociclado de la qPCR para construccion de curvas estandar y cuantificacidon del gen
ARNr 16s con primers 799F-1115r y Bac1369F-Prok1492R.

MIX DE REACCION VOLUMEN TERMOCICLADO
Desnaturalizacién a 94°C por 1 min
PowerUp TM SYBR Green Master Mix 10 pl
Primers forward y reverse [100 uM] 2ul+2ul 30 ciclos [94°C por 1 min, 53°C por 1 miny 72°C por 1 min]
Muestra ~30ng/ul 1l

Extension final a 72°C por 10 min

Volumen final de reaccion = 15 pl

EI N° copias de ARNr 16S g de muestra se estimé mediante la construccion de una curva estandar obtenida
a partir de la determinacién de un patrdn sintético del gen ARNr 16S (dsDNA ultramers; Integrated DNA Tech-
nologies, Inc) de Azospirillum picis (NCBI nimero de acceso AM922283) con numero de copias conocido (la
obtencién de la curva estandar y su correspondiente andlisis estadistico se detallan en el anexo qPCR ARNr
16S).

Para cada muestra (N=30) se realizaron 3 reacciones de gPCR (réplicas técnicas); Los 3 valores de Ct para
cada combinacion muestra*establecimiento se promediaron para ingresar al modelo matemadtico lineal y asi
obtener el nimero de copias del gen ARNr 16S con su respectivo intervalo de confianza del 95%. Se corroboré
gue el fragmento amplificado correspondiera al gen ARNr 16S comparando la curva de melting de los produc-
tos de PCR de cada una de las muestras respecto a la curva de melting del producto de PCR del gen sintético

utilizado como patrén.
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Los datos de cuantificacidon del gen para cada una de las muestras se analizaron estadisticamente a través
de un ANAVA bifactorial (Factor Muestra con 5 niveles [suelo, rizosfera, y endosfera de raiz, tallo y fruto];
Factor Establecimiento con 2 niveles [VN y M]) con un 95% de confianza y se utilizo el test de Tukey (a=0,05)

cuando fue necesario.

2.2.3.2 Caracterizacion de la composicion y estructura de las comunidades bacterianas asociada al
cultivo de tomate mediante metabarcoding.

A partir del ADN metagendmico bacteriano de las distintas muestras se secuencid parcialmente el gen ARN
ribosomal 16S mediante la tecnologia de secuenciacion de /llumina (ver fundamentos y metodologia de se-

cuenciacién de amplicones por lllumina).

Las extracciones de ADN de las diferentes muestras (N=30) se enviaron a la empresa Mr. DNA (Texas, Esta-
dos Unidos) para secuenciar de ambos extremos (paired-end, 2x300pb) la regidn hipervariable V3-V4 del gen
ARNr 16S, con un equipo /llumina MySeq. Los primers empleados fueron new341F (5- CCTACGGGNBGCAS-
CAG-3’) y new805R (5'GACTACNVGGGTATCTAATCC-3’) descriptos por Takahashi et al. (2014). Para secuenciar
las muestras de ADN metagendmico bacteriano obtenidas de érganos vegetales se emplearon bloqueadores
(PNA block plastid mitocondrial) para evitar la amplificacién de ADN mitocondrial y de cloroplastos (Chen et

al., 2022).

- Andlisis bioinformdtico de los datos de secuenciacion

Los resultados de la secuenciacidn son dos archivos, R1 y R2, correspondientes a la secuenciacién forward

y reverse del amplicdn, los cuales contienen cientos de miles de secuencias de las diferentes muestras.

Con el software bioinformatico Seed2 versién 1.2 (Vetrovsky et al., 2018) se alinearon las secuencias for-
ward y reverse con un solapamiento minimo de 40 pb y un error admitido de hasta 15%. Este mismo programa
se empled para identificar las diferentes muestras secuenciadas a partir de los barcodes, eliminar secuencias
de barcodes y primers, descartar secuencias cortas y muy largas para quedarnos con aquellas de ~450 pb
(tamafio aproximado del fragmento objetivo a secuenciar), eliminar secuencias con baja calidad en la asigna-
cién de bases (score Q<30). Posteriormente se realizd la identificacién y eliminacién de secuencias quiméricas
mediante el algoritmo chimera.Uchime (Edgar, 2010). Con las secuencias restantes (consideradas como las de
mejor calidad y mas confiables), se realizé el agrupamiento en unidades taxondmicas operativas (OTUs) con
al menos un 97% de similitud empleando el algoritmo Vsearch (Rognes et al., 2016). Las secuencias mas abun-
dantes de cada OTU se clasificaron taxonédmicamente con la base de datos SILVA v138.1 (agosto 2020), utili-

zando el software bioinformatico Mothur (Schloss, 2020). Se descartaron las secuencias asignadas a
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cloroplastos y mitocondrias, los singletons'* y OTUs con menos del 0,005% del total de secuencias segun re-

comendacion de Bokulich et al. (2012).

Para cada una de las muestras se calculd la cobertura de secuenciacion (considerada adecuada cuando es

superior al 75%) aplicando la siguiente ecuacion:

total de lecturas

Cobertura (%) = (1 - (M)) x 100

Luego de las diferentes etapas del filtrado de secuencias se construyeron las curvas de rarefaccion de OTUs
observados respecto al nimero de secuencias de cada muestra con el software Seed 2. En base a lo observado
en las curvas de rarefaccién se decidid el nUmero de secuencias al cual ajustar las diferentes muestras para
gue todas sean representadas por un mismo numero de secuencias y poder realizar un analisis comparativo
vdlido (Weiss et al., 2015). La normalizacién del nimero de secuencias se realizd con el software Seed 2, se-
leccionando aleatoriamente el nimero correspondiente de secuencias de cada una de las muestras. Final-

mente se obtuvo la tabla de OTUs para el andlisis de los datos.

Posterior a la normalizacidon se trabajé con la plataforma online Microbiome Analyst (Chong et al., 2020),
en la cual se ingreso con la Tabla de OTUs con la correspondiente asignacién taxondmica para realizar distintos

analisis que se describen a continuacion.

- Composicion taxondmica y abundancia relativa de taxones

Para la descripcion taxondmica de las comunidades bacterianas asociadas a las diferentes muestras, se
agruparon los OTUs con la misma taxonomia a diferentes niveles taxondmicos como phylum, clase, orden,
familia, género y OTU. Ademas, se determinaron diferencias significativas y biolégicamente relevantes en las
proporciones de los diferentes taxones entre los diferentes microhdbitats (5 niveles: suelo, rizosfera, endos-
fera de raiz, tallo y fruto) y ambos establecimientos (Viento Norte S.A. y Productor Mario) utilizando el soft-
ware STAMP v2.0.9 (Parks et al., 2014). El analisis estadistico utilizando para las comparaciones fue la prueba
t no paramétrica de White (a=0,05). La relevancia bioldgica se determiné eligiendo géneros con diferencia

entre proporciones >0,5 y una relacién de proporciones >2 (Parks & Beiko, 2010).

13 0TUs con una Unica secuencia.
14 Tabla de doble entrada, con OTUs en filas y muestras en columnas, indicando en el cuerpo de la tabla el nimero de
secuencias de cada OTU presente en las diferentes muestras.
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- Diversidad alfa

Se calcularon los indices de alfa-diversidad riqueza de especies observada (Richness) y tedrica (Chao-1),
indice se diversidad de Shannon-Wiener (H’) e indice Inversa de Simpson (1/D), a diferentes niveles taxondmi-

cos (phylum, clase, orden, familia, género y OTU) (Marcon & Hérault, 2015; Lucas et al., 2017).

Los indices de alfa-diversidad se calcularon para cada una de las muestras (N=30) obteniéndose un valor
medio con su respectiva desviacion estandar. Los indices calculados para cada una de las muestras a los dis-
tintos niveles taxondmicos se analizaron estadisticamente a través de un ANAVA bifactorial (Factor Muestra
con 5 niveles [suelo, rizosfera, y endosfera de raiz, tallo y fruto]; Factor Establecimiento con 2 niveles [Viento
Norte S.A. y Productor Mario]) con un 95% de confianza y se utilizé el test de Tukey (0=0,05) cuando fue

necesario para realizar la comparacién de medias.

- Diversidad beta

La comparacion entre las comunidades bacterianas entre las diferentes muestras se realizé en la plataforma
online Microbiome Analyst (Chong et al., 2020), empleando el indice de similitud/disimilitud composicional de
Bray-Curtis para dos muestras, a partir del cual se obtuvo una matriz de comparacién entre todas las muestras
(N=30). Para la visualizacidn gréfica de la matriz se utilizo el andlisis de coordenadas principales (PCoA) como
método de ordenamiento y reduccidn de la variabilidad total observada en dos coordenadas principales (PCol
y PCo2). El analisis de significancia estadistica sobre el agrupamiento de las diferentes muestras basados en la
matriz de disimilitudes se realizd mediante un analisis de la varianza multivariado no paramétrico (PERMA-
NOVA/adonis; a=0,05) (paquete vegan del software externo R; Oksanen et al., 2013), utilizando dos factores
experimentales: microhdbitats (con 5 niveles: suelo, rizosfera, endosfera de raiz, tallo y fruto) y estableci-

miento (con dos niveles: Viento Norte S.A. y Productor Mario).

- Otros andlisis comparativos

Usando la plataforma online Microbiome Analyst se construyeron mapas de calor para explorar visualmente

diferencias entre las comunidades bacterianas de las distintas muestras. También se obtuvieron dendogramas
construidos a partir del indice de Bray-Curtis a distintos niveles taxonémicos para evidenciar el agrupamiento

de las distintas muestras.

A partir de la tabla de OTUs se retuvieron Unicamente aquellos OTUs con prevalencia 2 2 para cada mi-
crohabitat de cada establecimiento, a findes de hallar OTUs especificos y OTUs compartidos entre distintos
grupos de muestras. Los resultados se plasmaron en diagramas de Venn. Los OTUs compartidos entre las di-
ferentes muestras se analizaron estadisticamente mediante la comparacion de medias no paramétrica de

Kruskal-Wallis con a=0,10 para determinar diferencias en su abundancia relativa entre las muestras. Los
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resultados se plasmaron en una grafica de dispersion MA (Log de la relacidn en el nimero de secuencias vs

promedio N° de secuencias).

2.2.4. CARACTERIZACION FUNCIONAL LIGADA A ACTIVIDADES DE PROMOCION DEL CRECI-
MIENTO VEGETAL DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS ASOCIADAS AL CULTIVO DE TO-
MATE

Se caracterizaron las comunidades bacterianas ligadas a la fijacion biolégica del nitrégeno y a la mineraliza-
cion del fosforo organico mediante el estudio de genes asociados a estas actividades metabdlicas: nifH y phoD,
respectivamente. Para cada uno de los genes mencionados previamente se realizé la cuantificacidon absoluta
y relativa (respecto a la comunidad bacteriana total) del nimero de copias de cada gen en las diferentes mues-
tras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate, empleando la técnica de gPCR.
También se caracterizo la diversidad de estos genes en estas mismas muestras mediante electroforesis en gel

con gradiente desnaturalizante (DGGE).

2.2.4.1 Cuantificacion de las comunidades bacterianas fijadoras de nitrégeno, mineralizadoras de
fosforo orgdnico y con actividad ACC-deaminasa.

A partir del ADN metagendmico bacteriano de las distintas muestras se cuantificé el nimero de copias de
los genes nifH, phoD y acdS (asociadas a actividades de fijacion bioldgica de nitrégeno atmosférico, minerali-
zacion de fésforo organico y regulacion de los niveles de etileno, respectivamente), por gramo de muestra (N°
copias g!) mediante la técnica de g-PCR (ver fundamentos y metodologia de gPCR, en el ANEXO A) (Acufia et
al., 2016; Jorquera et al., 2014; Rilling et al. 2018).

Los primers utilizados para la amplificacién de cada gen se detallan en la Tabla 2.2.4a. Para la reaccion de
gPCR (Tabla 2.4.4b) se empled la mezcla de reaccion PowerUp TM SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher
Scientific Inc.) y el termociclador StepOne™ Real Time PCR System 7300 (Applied Biosystems) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Tabla 2.2.4a Primers utilizados para amplificar los genes nifH, phoD y acdS de las diferentes muestras.
Gen objetivo Primers Referencia

PolF (5'-TGC GAY CCS AAR GCB GAC TC-3')
nifH Poly et al., 2001
PolR (5'-ATS GCC ATC ATY TCR CCG GA-3’)

ALPS-F730 (5'- CAG TGG GAC GAC CAC GAG GT-3’)
phoD Sakurai et al. 2008
ALPS-R1101 (5'-GAG GCC GAT CGG CAT GTCG-3’)

F1936 (5'- GHG AMG ACT GCA AYW SYG GC-3')
acdS Blaha et al. 2006
F1939 (5'- GAR GCR TCG AYV CCR ATC AC-3')
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Tabla 2.2.4b Mix de reaccidn y termociclado de la qPCR para cuantificacion del gen nifH, phoD y acdS.

MIX DE REACCION VOLUMEN
PowerUp TM SYBR Green Master Mix 10 ul
Primers forward y reverse (100 uM) 2ul+2ul

Muestra ~30ng/ul 1l

Volumen final de reaccion = 15 pl

Desnaturalizacion a 95°C por 15 min
Termociclado gen nifH 30 ciclos [94°C por 1 min, 55°C por 1 miny 72°C por 1 min]
Extension final a 72°C por 10 min

Desnaturalizacién a 94°C por 3 min
Termociclado gen phoD 35 ciclos [94°C por 1 min, 57°C por 1 miny 72°C por 2 min]
Extension final a 72°C por 7 min

Desnaturalizacién a 95°C por 5 min
Termociclado gen acd$S 35 ciclos [95°C por 30 seg, 50°C por 30 segy 72°C por 30 seg]
Extension final a 72°C por 7 min

De la misma forma que se cuantificé el gen ARNr 16S, el nimero de copias de los genes nifH y phoD se
estimd mediante la construccidn de curvas estdndar para cada gen obtenidas a partir patrones sintéticos con
numero de copias conocido. El patrdn sintético del gen nifH (dsDNA ultramers; Integrated DNA Technologies,
Inc) se corresponde con Azospirillum brasilense sp7 (NCBI nimero de acceso X51500); el patrén sintético del
gen phoD se corresponde con Rhizobium melliloti (NCBI nimero de acceso U59229); y el patrdn sintético del
gen acds se corresponde con Pseudomonas fluorescens (NCBI nimero de acceso MW357899). La obtencion
de las curvas estandar para cada uno de los genes, con el correspondiente andlisis estadistico, se detallan en

el ANEXO A: gPCR nifH, qPCR phoD y qPCR acdS.

Para los 3 genes en estudio se realizaron 3 reacciones de qPCR (réplicas técnicas) en cada una de las mues-
tras (N = 30); Los 3 valores de Ct para cada combinacién muestra*establecimiento se promediaron para ingre-
sar al modelo matematico lineal correspondiente y asi obtener el nimero de copias del gen (nifH o phoD) con
su respectivo intervalo de confianza del 95%. Se corroboré que los fragmentos amplificados correspondieran
a los genes objetivo comparando la curva de melting de los productos de PCR de cada una de las muestras

respecto a la curva de melting del producto de PCR del respectivo gen sintético utilizado como patron.

Separadamente para cada gen, Los datos se analizaron estadisticamente a través de un ANAVA bifactorial
(Factor Muestra con 5 niveles [suelo, rizosfera, y endosfera de raiz, tallo y fruto]; Factor Establecimiento con
2 niveles [Viento Norte S.A. y Productor Mario]) con un 95% de confianza; se utilizo el test de Tukey (a=0,05)

cuando fue necesario.
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- Abundancia relativa de genes nifH, phoD y acdS respecto a la comunidad bacteriana total
(ARNr 16S).

El calculo de la abundancia relativa de los genes nifH, phoD y acdS respecto a la comunidad bacteriana total

se realizo aplicando la siguiente ecuacién (donde A representa al gen en cuestion):

Abundancia relativa del A (%) = N° de copias del gen A « 100
undancia relativa del gen A (%) = 15— copias ARNT 165

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente (separadamente para cada gen) a través de un
ANAVA bifactorial (Factor Muestra con 5 niveles [suelo, rizosfera, y endosfera de raiz, tallo y fruto]; Factor
Establecimiento con 2 niveles [Viento Norte S.A. y Productor Mario]) con un 95% de confianza; se utilizé el test

de Tukey (a=0,05) cuando fue necesario.

2.2.4.2 Diversidad de las comunidades bacterianas fijadoras de nitrdgeno y mineralizadoras de
fosforo

Se estudid la diversidad de las comunidades bacterianas encargadas de la fijacidn bioldgica del nitrégeno
(Rilling et al. 2018) y de la mineralizacidon de compuestos de fésforo organico (Acufia et al., 2016) mediante
amplificacidon por PCR de los genes nifH y phoD, seguida de electroforesis en gel con gradiente desnaturali-
zante (DGGE), para luego digitalizar el gel y analizarlo con diferentes softwares bioinformaticos (ver Funda-

mentos y Metodologia de la técnica DGGE, en el ANEXO A).

= Los primers empleados para la DGGE del gen nifH fueron PolFI (5-TGC GAI CCS AAI GCI GAC TC-3’)
y PoIR-GC (5'-ATS GCC ATC ATY TCR CCG GA-3') con GC-clamp (5'-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC
GGC CCG CCC GAC GAT GTA GAT YTC CTG-3’) en el extremo 5'-.

= 2.2.4.1los primers empleados para la DGGE del gen phoD fueron ALPS-F730 (5’- CAG TGG GAC GAC
CAC GAG GT-3’) y ALPS-R1101-GC (5'-GAG GCC GAT CGG CAT GTCG-3') con GC-clamp (5’-CGC CCG
CCG CGC CCC GCG CCC GTC CCG CCG CCC CCG CCC G-3') en el extremo 5'-.

Las concentraciones de los reactivos y las caracteristicas del termociclado para la PCR para los genes nifH y
phoD se detallan en las Tabla 2.2.4c y Tabla 2.2.4d, respectivamente, realizandose una PCR por cada
muestra (N=30).
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Tabla 2.2.4c Concentracién y condiciones de termociclado de la reacciéon PCR para DGGE del gen nifH en extracciones de
ADN metagendmico bacteriano a partir de muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de cultivo de
tomate de dos establecimientos del cinturdn horticola de La Plata.

REACTIVO CONCENTRACION TERMOCICLADO
Buffer 1X o, .
Desnaturalizacion a 95°C durante 15 min
dNTP’s 0,25 mM
Primer PolF1 0,5 uM . . .
) 30 ciclos [94°C por 1min, 55°C por 1miny 72°C
Primer PolR-GC 0,5 uM ]
2 por 1min]
mMg* 3mM
Tag-ADN Polimerasa 2,6 U o .
Extension final a 72°C por 10 min
Muestra de ADN ~30 ng

Gradiente de electroforesis = 45-65% (suelo y

Volumen final de reaccion = 50 pl
f " rizosfera) y 30-55% (tejido vegetal)

Tabla 2.2.4d Concentracidon y condiciones de termociclado de la reacciéon PCR para DGGE del gen phoD en extracciones
de ADN metagendmico bacteriano a partir de muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de cultivo de
tomate de dos establecimientos del cinturdn horticola de La Plata.

REACTIVO CONCENTRACION TERMOCICLADO
Buffer 1X o .
Desnaturalizacion a 94°C durante 3 min
dNTP’s 0,25 mM
Primer ALPS-F730 0,5 uM . . .
. 35 ciclos [94°C por 1min, 57°C por 1miny 72°C
Primer ALPS-R1101-GC 0,5 uM .
por 2 min]
Mg*? 3mM
Taq-ADN Polimerasa 2,6 U L .
Extension final a 72°C por 7 min
Muestra de ADN ~30 ng

Gradiente de electroforesis = 40-65% (suelo y

Volumen final de reaccion = 50 pl . i
rizosfera) y 50-70% (tejido vegetal)

Los productos de amplificacion y un patrén de peso molecular (100-1000pb) se sometieron a una electro-
foresis en gel de agarosa 1,2 % con TAE como buffer de corrida, a 100 V durante 30 minutos y posterior tincién
con SYBR™ Gold (Molecular Probes, Invitrogen Co.) para evidenciar a través de un transiluminador UV la pre-

sencia de una Unica banda que coincida con el peso molecular del amplicén a secuenciar de cada gen.

La DGGE se realizé utilizando un sistema DCode (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Los productos de la PCR (20 pl)
se cargaron en un gel de poliacrilamida al 6 % (p/v) y se corrid la electroforesis durante 16h a 80 Volt. Los
gradientes desnaturalizantes para cada gen y grupo de muestras se detallan en las tablas Tabla 2.2.4c y Tabla
2.2.4d. La puesta a punto de la técnica para determinar los gradientes y la agrupacion de las muestras se
detalla en el ANEXO A). El gel se tifid con SYBR Gold (Molecular Probes, Invitrogen Co.) durante 30 min y se

fotografio en un transiluminador UV.

El andlisis de imagenes y la agrupacion de perfiles de bandas DGGE se realizaron con el software CLIQS 1D

Pro (TotallLab Ltd), a partir del cual se obtuvo una matriz de datos identificando presencia/ausencia de bandas
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de ADN (i, con recorrido i=1 hasta i=n, siendo n=nimero total de bandas) en el gel asi como un valor que
refleja la intensidad de las mismas (Xi) en base al contraste de la banda respecto al color del fondo del gel.
Este valor Xj representa un analogo de la abundancia de ese producto de PCR en la muestra. Con base en la

matriz obtenida del analisis en CLIQS 1D Pro se realizaron diferentes inferencias:

Se cred una matriz con las distancias entre las comunidades bacterianas que contienen los genes nifH y
phoD. Se calcularon mediante un analisis de perfil de similitud (prueba SIMPROF) con el indice de similitud de
Bray-Curtis con un nivel de significancia del 5% y valores de estrés <0,15 con el software Primer-E v6 (Primer-
E Ltd.) (Clarke et al., 2008). A partir de estos resultados se generd una representacién grafica de estos resul-
tados a través de NMDS (escalamiento multidimensional no métrico), desarrolladas con el mismo software.
Las similitudes de las comunidades nifH y phoD de ambos establecimientos (Viento Norte y Productor Mario)

se compararon entre el 20% y el 65%.

Se estimo la diversidad de las comunidades bacterianas portadoras de los genes nifH y phoD mediante el

calculo de diferentes indices empleando las siguientes ecuaciones (Haegeman et al. 2014):
Riqueza (S) =n
Siendo n el numero de bandas presentes en cada muestra.
i=n
Shannon — Wiener (H) = — ZXi X In (X;)

i=1

Siendo X; el valor de intensidad de la banda i, asignado por el software. n representa el nimero de bandas

presentes en cada muestra.
1=n
Inversa de Simpson = 1/2 X?
i=1

Siendo X; el valor de intensidad de la banda i, asignado por el software bioinformatico en base al contraste
con el fondo del gel. Este valor representa un analogo de la abundancia de ese producto de PCR en la muestra.

n representa el niUmero de bandas presentes en cada muestra.

Los indices de diversidad calculados para cada gen se analizaron estadisticamente a través de un ANAVA
bifactorial (Factor Muestra con 5 niveles [suelo, rizosfera, y endosfera de raiz, tallo y fruto]; Factor Estableci-
miento con 2 niveles [Viento Norte S.A. y Productor Mario]) con un 95% de confianza y se utilizé el test de

Tukey (a=0,05) cuando fue necesario.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DE LOS SUELOS DE AMBOS SITIOS DE ESTUDIO

Los parametros de granulometria entre los suelos de ambos establecimientos (Tabla 2.3.1a) resultaron si-
milares, y son acordes a los descriptos en las cartas de suelos del INTA (descripcion del sitio de estudio). Estos
resultados, sumados a la proximidad geografica entre ambos establecimientos permite establecer que, en
términos del experimento llevado a cabo en este trabajo, la situacién inicial en ambos establecimientos fue a
partir de un “mismo suelo” de caracteristicas fisicas-quimicas-bioldgicas similares. Esto resulta de importancia
ya que permite definir que las diferencias observadas en la caracterizacion fisica-quimica-biolégica de ambos
suelos es consecuencia de la acumulacién de las practicas horticolas convencionales e intensivas aplicadas
durante mas de 25 afios en el Establecimiento Viento Norte (VN), respecto a una Unica campaia de cultivo

llevada a cabo en el establecimiento del Productor Mario (M).

Tabla 2.3.1a Caracteristicas fisico-quimicas de los suelos del establecimiento Viento Norte (VN) y del Productor Mario
(M).

DETERMINACION ° UNIDADES VN M
pH (1:2,5) 7,39+0,12 7,86 + 0,09
CE dSm™ 7,15+0,25 2,60+0,32
CIC cmolckg 28,123 20,4+1,5
Ca** cmolckg? 25,7 15,3
Mg ** cmolckg? 2,90 0,60
Na* cmolckg? |5,95 2,48
K* cmolckg? 2,94 1,94
P Ppm 215 +37 131+12
C % 2,21 +£0,09 1,45 +0,27
MO % 3,80+0,11 2,50+0,24
Nt % 0,298 + 0,03 0,131 +0,08
C/N 7 11
PSI % 21,2 12,2
Textura Franco limoso Franco limoso
Arena % 28 30
Limo % 64 58
Arcilla % 8 12

9 CE: Conductividad eléctrica; CIC: Capacidad de intercambio catidnico; MO: Materia organica; Nt: Nitrogeno total; C/N:
relacion carbono nitrégeno; PSI: Porcentaje de sodio intercambiable.

%+ Los analisis fisico-quimicos del suelo de ambos establecimientos (Tabla 2.3.1a) evidencian el impacto
negativo de las practicas agronémicas acumuladas en el establecimiento VN respecto a M: leve acidifica-
cién del suelo, asi como altos valores de conductividad eléctrica y PSI (salinizacidon/sodificacién) general-
mente consecuencia de una fertilizacién excesiva, aunque también puede estar asociado a la calidad del

agua de riego.
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** En el establecimiento VN también se observan modificaciones deseables en ciertos parametros, tal

como el aumento de materia orgdnica, la capacidad de intercambio catidnico (CIC) y el nitrégeno total,

ademas de una mayor disponibilidad de fésforo y cationes. Estas mejoras pueden deberse al agregado de

enmiendas organicas (principalmente cama de pollo y/o caballos, con alto contenido de nitrégeno y fos-

foro), una préctica comunmente llevada a cabo en los establecimientos horticolas de la region debido a la

disponibilidad de este tipo de productos descartados de la actividad avicola y de caballerizas. También se

ha mencionado que este tipo de enmiendas pueden aportar al suelo una alta concentracién de sales que

contribuyen al aumento la conductividad eléctrica de los mismos.

2.3.2. CALIDAD DE LAS MUESTRAS VEGETALES Y DE ADN

Los controles de desinfeccidn superficial de los tejidos realizados en muestras de raiz, tallo y fruto de plantas

de tomate fueron satisfactorios:

- Enlas placas de petri donde se sembré el agua del ultimo lavado o se apoyaron las muestras de

plantas desinfectadas no se observé crecimiento bacteriano, evidenciando la ausencia de bacterias

cultivables en los tejidos superficiales.

- Las PCR realizadas con el agua del ultimo lavado arrojaron resultados negativos, confirmando la

ausencia de ADN bacteriano en los tejidos superficiales.

Se colectaron muchas plantas de las cuales se descartaron aquellas que no cumplian con las 2 premisas

anteriores, pudiendo afirmar que el ADN bacteriano metagenémico obtenido a partir de las muestras de raiz,

tallo y fruto de plantas de tomate proviene de las comunidades bacterianas que habitan el interior de dichos

tejidos vegetales.

Fue posible obtener ADN bacteriano metagendmico de calidad a partir de las muestras de suelo, rizosfera,

y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate mediante la utilizacidn del kit comercial FastDNA Spin

Kit (MP Biomedicals). Los rendimientos promedios de ADN en ng It se muestran en al Tabla 2.3.2a (los resul-

tados detallados se encuentran en la Tabla 5.1a, en el ANEXO A)

Tabla 2.3.2a Rendimiento promedio y calidad de las extracciones de ADN bacteriano metagendmico a partir de triplicados

de muestras ambientales. Valores de rendimiento expresados en ng ul™! + desviacion estandar.

VIENTO NORTE PRODUCTOR MARIO
MUESTRA Concentracién ADN ABS 260/280 Concentracién ADN ABS 260/280
Suelo 41+ 8 1,79+ 0,06 44 +5 1,86+ 0,03
Rizosfera 40+5 1,83 +0,01 49+2 1,84 + 0,05
Raiz 3610 1,79+£0,03 251 1,87 £0,04
Tallo 12+8 1,86 £ 0,06 2514 1,78 £ 0,04
Fruto 29t6 1,85 0,07 274 1,84 £ 0,03
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En cuanto al control de calidad del ADN extraido a partir de cada una de las muestras, la PCR realizada para
amplificar una regién de ~850 pb resultaron en una banda amplificada nitida e intensa (Figura 2.3.2a), corro-
borando la buena calidad de las extracciones de ADN y posibilitando los posteriores estudios de caracteriza-

cion por técnicas de biologia molecular a partir de dichas muestras.

12 34 56 7 8 91011121314 151617 1819 2021222324

O e e e e e W

Referencias de calles

1-3 Suelo VN SA

4-6 Suelo Mario

7-9 Rizosfera VN SA
10-12 Rizosfera Mario
13-15 Raiz VN SA
16-18 Raiz Mario
19-21 Tallo VN SA
22-24 Tallo Mario
25-27 Fruto VN SA
28-30 Fruto Mario

Figura 2.3.2a Fotografia del gel donde se corrieron los productos de PCR del gen ARNr 16S amplificados con los primers
universales 341F-907R para cada una de las extracciones de ADN bacteriano metagendmico de las distintas muestras de
suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate de dos establecimientos (VN: Viento Norte; Mario:
Productor Mario) del cinturdn horticola de La Plata.

2.3.3. CARACTERIZACION DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS TOTALES ASOCIADAS AL
CULTIVO DE TOMATE

2.3.3.1 Cuantificacion mediante g-PCR

Se logré amplificar y cuantificar satisfactoriamente el gen ARNr 16S con los primers detallados, tanto a partir
del patrdn sintético del gen, como de las extracciones de ADN bacteriano metagendmico de las distintas mues-
tras. Para ello fue necesaria la utilizacién de dos pares de primers (forward y reverse) distintos para amplificar
correctamente todas las muestras, ya que se evidencid que un par de primers arrojé buenos resultados con-

fiables con ciertas muestras y problemas de amplificacidn inespecifica con otras muestras, y viceversa:
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- con primers 799F-1115R se logré una buena amplificacién especifica en las muestras de suelo y
rizosfera, pero la curva de melting sobre las muestras de endosfera demostro la presencia de pro-

ductos de PCR inespecificos (Figura 5.2.1e, grafica B, en el ANEXO A). Por este motivo, solo se con-

servaron los datos para la cuantificacidn de suelo y rizosfera.

- con primers Bac1369F—Prok1492R se logré una buena amplificacién especifica en las muestras de
endosfera, pero la curva de melting sobre las muestras de suelo y rizosfera demostro la presencia
de productos de PCR inespecificos (Figura 5.2.1e, grafica C, en el ANEXO A). Por este motivo, solo

se conservaron los datos para la cuantificacién de endosfera de raiz, tallo y fruto.

Los resultados de la construccién de la curva estandar para cada par de primers (Curva estandar 799F-1115R
y curva estandar Bac1369F-Prok1492R), asi como el ajuste de cada uno de los modelos matematicos y su eva-
luacidn estadistica se detallan en el apartado de qPCR ARNr 16S, en el ANEXO A. Ambos modelos de regresion
lineal ajustaron muy significativamente (pvalor<0,01) a los datos, con valores de coeficiente de determinacion

entre 0,983 y 0,999; cumpliendo con los supuestos de homocedasticidad y normalidad de los residuos.

Los resultados promedios de la cuantificacién del gen ARNr 16S se muestran en la Tabla 2.3.3a. El andlisis

estadistico y los resultados detallados se encuentran en el apartado de gqPCR ARNr 16S, en el ANEXO A.

Tabla 2.3.3a NUmero de copias g del gen ARNr 16S en las diferentes muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz,
tallo y fruto de plantas de tomate de dos establecimientos del CHP.

N° de copias g de ARNr 16S (X101)

MUESTRA
Viento Norte Productor Mario
Suelo 1142 +280 ° 489 +207°
Rizosfera 1105 +220° 813293 "
Raiz 0,11+0,09 0,11+0,07 €
Tallo 0,035 + 0,004 ° 0,028 £ 0,003 °
Fruto 0,0063 + 0,0008 © 0,008 + 0,001 ©

“Los resultados se expresan elevados a 10, Letras distintas en los valores denotan diferencias estadisticas segln test de
Tukey (a=0,05).

La comparacion de las cuantificaciones absolutas del N° de copias del gen ARNr 16S por gramo de peso seco

para cada una de las muestras nos permite realizar las siguientes observaciones:

¢ Larizosfera y el suelo fueron las muestras que demostraron contener mayor N° de copias g del gen
ARNr 1685, lo que se traduce en una mayor abundancia poblacional bacteriana, con diferencias significativas

respecto a los resultados hallados en muestras de endosfera.

< Entre las muestras de endosfera, el N° de copias g del gen ARNr 16S disminuyé significativamente

conforme la muestra se alejé del entorno radical, situacion que ocurrié en ambos sitios de estudio.
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+»* La comparativa entre ambos establecimientos demuestra que el suelo del establecimiento VN posee
un N° de copias g* del gen ARNr 16S significativamente mayor a los encontrados en las muestras de suelo

de M.

2.3.3.2 Composicion y estructura de las comunidades bacterianas asociada al cultivo de tomate.
Andlisis bioinformdtico de datos de secuenciacion masiva.

Para el total de las 30 muestras enviadas a secuenciar se obtuvieron 2.860.209 secuencias crudas (raw
data), las cuales luego de las etapas de filtrado por calidad y eliminacidn de quimeras, OTUs con bajo niumero
de secuencias (menos de 101 secuencias), cloroplastos y mitocondrias quedaron 1.822.145 de secuencias, un
63,7% de las secuencias crudas obtenidas del secuenciador (ver detalles sobre la estadistica de las distintas
etapas del filtrado de secuencias para cada una de las muestras en la Tabla 5.3.1a, en el ANEXO A). A pesar de
descartar un gran nimero de secuencias durante la etapa de filtrado, la cobertura lograda en la secuenciacién
de las distintas muestras fue muy satisfactoria, estando entre valores de 89,6-98,8%. El alto porcentaje de
cobertura también puede visualizarse en las curvas de rarefaccion de las distintas muestras (Figura 2.3.3a), ya
gue todas las muestras llegan a la regidn de la curva donde la aparicién de nuevos OTUs requiere de un gran

numero de nuevas secuencias.

2500
Normalizacién — suelo Mario
Suelo y —Suelo VN
Rizosfera Rh Mario
2000 Rizosfera VN
——Raiz Mario
§ ——Raiz VN
) 1500 Tallo M
% ——Tallo VN
g ——Fruto Mario
E 1000 —Fruto VN
S Endosfera
2 .
de raiz
500
Endosfera de tallo
o Endosfera de fruto
0 20000 40000 60000 80000 100000 120000

Ndmero de secuencias

Figura 2.3.3a Curvas de rarefaccidn de las distintas muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas
de tomate de ambos establecimientos del cinturdn horticola de La Plata (VN: Viento Norte; Mario: Productor Mario). La
linea punteada amarilla indica el nimero aproximado al cual se normalizé el nimero de secuencias.

Como se observa en la Figura 2.3.3a, se hallaron diferentes nimeros de OTUs en los distintos microhabitats
en estudio, con un minimo de 28 OTUs en muestras de fruto y un maximo de 2369 OTUs en muestras de

rizosfera. Los OTUs totales hallados entre todas las muestras fueron 2836 (Tabla de OTUs vs MUESTRAS).
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Las curvas de rarefacciéon también nos permiten observar que el nimero de secuencias de buena calidad en
cada una de las muestras fue muy variable (Figura 2.3.3b), razén por la cual fue necesario normalizar el nUmero

de secuencias en todas las muestras para poder realizar una comparacién vélida entre las distintas muestras.
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Figura 2.3.3b Numero de secuencias por cada muestra luego del filtrado por calidad y eliminacién quimeras, OTUs con
pocas secuencias, mitocondrias y cloroplastos.

La normalizacién de las secuencias a 4727 secuencias (menor nimero de secuencias obtenido en una mues-
tra, correspondiente a una de las réplicas de fruto del establecimiento del Productor Mario; FM1; Figura
2.3.3b) disminuyd drasticamente el valor de cobertura de las comunidades bacterianas de las muestras de
suelo y rizosfera (arrojando valores ~60%. Ver detalles en Tabla 5.3.1b, en el ANEXO A). Por tal motivo, se
decidid descartar las dos muestras que menor nimero de secuencias obtuvieron (FM1 y FVN2; Figura 2.3.3b),
y normalizar el resto de las muestras al nimero de 12.157 secuencias, encontrando un equilibrio entre una
buena cobertura (>80% en todas las muestras) y poder incluir en el andlisis la mayor cantidad de muestras y

numero de secuencias posible.
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- Caracterizacion taxonomica de las comunidades bacterianas

La asignacion taxondmica de los OTUs hallados empleando la ultima actualizacién de la base de datos Silva

v138 resultd exitosa, ya que logrd clasificar taxondmicamente el 99,7% de las secuencias a nivel de phylum.

En la Tabla 2.3.3b se observan los 5 phylum mds abundantes hallados para cada una de las muestras (N=28).

Tabla 2.3.3b Abundancia relativa expresada en porcentaje de los principales 5 taxones a nivel de phylum de las diferentes

muestras de suelo, rizosfera, y endosfera de raiz, tallo y fruto de los establecimientos Viento Norte y Productor Mario.

Microhdbitat Establecimiento  Proteobacteria Actinobacteriota Bacteroidota Firmicutes Acidobacteriota Total
suuty | VientoNorte S.A 35% 0% L o1w2% || 8w || 10% 75%
uelio
Productor Mario 28% 3% L 1w [ 1w ] o 79%
trosgera VT NOTEESA 37% 1w Lo | s | 7% 77%
lzosjera
Productor Mario 36% 1w L] s [ ew [ 8% 80%
Endosfera de Viento Norte S.A. o o o o o o
£ 60% 14% 22% 1% 0% 97%
raiz Productor Mario 78% 5% H 4% D 11% 0% 98%
Endosfera de Viento Norte S.A. (J o ¢} (J o o
£ 85% 5% 3% 4% 0% 97%
tallo Productor Mario 50% 33% | 0% P o16% 0% 100%
Endosferade Viento Norte S.A. 83% 12% 0% I] 5% 0% 100%
fruto proguctor Mario 93% 5% % | 2% 0% 100%

++ Se evidencia que la gran mayoria de las secuencias pertenecen a los phylum Proteobacteria, Actino-

bacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Acidobacteria (75-80% en muestras de suelo-rizosfera y 97-100% en

muestras de endosfera).

%+ Se observan valores similares en los microhabitats de suelo y rizosfera respecto a los diferentes phy-

lum, con predominio de Proteobacteria, seguida por Bacteroidetes, Actinobacteria, Acidobacteria y Fir-

micutes.

+* Respecto a las comunidades bacterianas enddfitas, se encontrd que en su mayoria pertenecen al phy-

lum Proteobacteria, seguidas por Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes (éste ultimo solo presente en

endosfera de raiz y tallo). El phylum Acidobacteria (presente en orden del ~8% en rizosfera) no se encontré

en muestras de endosfera.

Los OTUs clasificados taxondmicamente como Proteobacteria pertenecen en su mayoria a las clases y-pro-

teobacteria y a-proteobacteria (Tabla 2.3.3c), los cuales se encontraron en abundancias relativas diferentes

entre los diferentes microhabitats en estudio:
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Tabla 2.3.3c Porcentaje de abundancia relativa de las clases y-proteobacteria y a-proteobacteria de las diferentes
muestras de suelo, rizosfera, y endosfera de raiz, tallo y fruto de los establecimientos Viento Norte y Productor Mario.

Microhdbitat  Establecimiento  y- proteobacteria - proteobacteria

. Viento Norte S.A. 10% 25%

Suelo
Productor Mario 11% 17%
Viento Norte S.A. 12% 26%

Rizosfera

Productor Mario 13% 23%
Endosferade Viento Norte S.A. 27% 33%
raiz Productor Mario 61% 17%
Endosferade Viento Norte S.A. 80% 5%
tallo Productor Mario 49% 2%
Endosferade Viento Norte S.A. 81% 2%
fruto Productor Mario 92% 1%

+»+ Las Alfaproteobacteria predominaron en los microhabitats subterraneos de rizosfera-rizoendosfera-

suelo (17-33%), encontrandose en niveles muy superiores a los hallados en endosfera de tallo y fruto (1-

5%).

%+ Por el contrario, las Gammaproteobacteria fueron abundantes en muestras de endosfera de fruto-

tallo-raiz (27-92%) y en menor medida en suelo-rizosfera (10-13%).

Los 6rdenes bacterianos hallados en las diferentes muestras (Figura 2.3.3c) presentan notables diferencias

dependiendo del microhabitat.

Suelo Rizosfera Raiz Tallo Fruto
Orden

Otros
Enterobacterales
0.75 .
Burkholderiales
Rhizobiales
Pseudomonadales
Bacillales
0.5 .
Micrococcales

Sphingomonadales

Abundancia relativa

Chitinophagales
Cytophagales
0.25 .
Flavobacteriales
Streptomycetales

Vicinamibacterales

0.0

M VN M VN M VN M VN M VN

Figura 2.3.3c Abundancia relativa de los principales 12 érdenes bacterianos que componen las comunidades asociadas
a muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate de ambos establecimientos en
estudio (M: Productor Mario; VN: Viento Norte) del CHP.
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+»* Es apreciable la diferencia de los perfiles taxondmicos entre los distintos microhabitats, pudiendo
agrupar a simple vista las muestras de suelo y rizosfera de ambos establecimientos, aparentemente, sin
mucha relacion respecto a las muestras de endosfera. Este Ultimo grupo de muestras evidencia una mayor
variacion, tanto en taxones como en abundancias relativas, no solo entre los distintos microhabitats de la

endosfera, sino incluso entre ambos establecimientos para un mismo microhabitat (raiz y tallo).

«» También se puede apreciar que los principales 12 6rdenes detallados en la Figura 2.3.3c representan
aproximadamente el ~50% de la abundancia total hallada en suelo y rizosfera, respecto al 80-90% que
representan estos mismos drdenes en muestras de endosfera. Esto indica una cierta concentracién de las

comunidades bacterianas de endosfera en determinados taxones.

Estas diferencias pueden observarse mas definidamente a nivel taxondmico de género. En la Figura 2.3.3d
se observan la totalidad de los géneros hallados en todas las muestras y se denota claramente el diferente
perfil de colores, destacando la mayor complejidad observada en muestras de suelo y rizosfera, y en orden

decreciente hacia endosfera de raiz, tallo y fruto.

Suelo Rizosfera Raiz Tallo Fruto

0.75

0.5

Abundancia relativa

0.25

0.0

M VN M VN M VN M VN M VN

Figura 2.3.3d Abundancia relativa de todos los taxones clasificados a nivel de género de las diferentes muestras de suelo,
rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate de ambos establecimientos en estudio (M: Productor
Mario; VN: Viento Norte) del cinturdn horticola de La Plata.

Haciendo foco en los géneros mas abundantes de cada microhabitat (Tabla 2.3.3d) se encontré que:
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Tabla 2.3.3d Principales géneros (mas abundantes) hallados en mayor abundancia relativa para cada una de las muestras
de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate de ambos establecimientos en estudio (M:
Productor Mario; VN: Viento Norte) del CHP.

Géneros Suelo Rizosfera Endosfera de raiz  Endosfera de tallo
VN M VN M VN m VN M

Sphingomonas L 48% L 40% @ 14%  31% 01%  05%  01%  0,0%
Bacillus 032% I a6% 1,9% 2,4% 0,3% 3,8% 0,5% 6,6%
Terrimonas 0,2% | 1,3% 3,3% 3,6% 0,2% 0,1% 0,0% 0,0%
Streptomyces | 1,1% [ 1,8% 1,4% 1,7% 7,0% 3,1% 03% | 0,6%
Acidibacter | 06% | 1,1% 2,1% 2,0% 0,0% 0,3% 0,2% 0,0%
Bauldia | 0,6% 0,3% 2,7% 1,7% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Chryseolinea [ 27% | o8% 0,6% 0,9% 0,3% 0,1% 0,0% 0,0%
Devosia | 07% | 06% 1,9% 1,4% 1,1% 0,3% 0,1% 0,0%
Steroidobacter | 2,1% | 11% @ 06% = 07% 0,7% 1,2%  00%  0,0%
Nitrospira | 08% | 1,5% 0,8% 1,3% 0,0% 0,0% 0,0% 0,1%
Pseudarthrobacter 0,1% | 1,3% 0,2% 1,5% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Pseudomonas | 0,6% 0,3% 1,2% = 0,7% 95%  11,1% | 1,8% 1,3%
Rhizobium | 08% | 03% 0,7% 0,3% 3,7% 3,8% 0,4% 0,2%
Flavobacterium 02% | 04% 0,6% 0,8% 9,4% 1,0% 1,2% 0,2%
Sphingobium | 04% 0,1% 09%  0,3% 7,5% 3,6% 0,6% 0,2%
Acinetobacter 0,0% 0,0% 1,3%  0,0% 05%  192% | 87% | 16,6%
Shinella 0,1% 0,3% 04%  0,2% 9,3% 1,5% 0,9% 0,3%
Acidovorax 0,0% 0,0% 01%  0,1% 5,3% 1,6% 0,4% 0,2%
Klebsiella 0,0% 0,0% 00%  0,0% 0,0% 0,4% 2,6% 0,3%
Pantoea 0,0% 0,0% 00%  0,0% 03%  11,9% | 47% [ 209%
Ralstonia 0,0% 0,0% 0,0%  0,0% 0,3% 03% | 174% | 2,9%
Terribacillus 0,0% 0,0% 0,0%  0,0% 0,1% 2,2% 0,1% 7,8%
Paraburkholderia  0,0% 0,0% 00%  0,0% 0,2% 0,3% 3,9% 0,5%
Pectobacterium 0,0% 0,0% 0,0%  0,0% 0,0% 0,1% 0,1% 4,5%
Curtobacterium 0,0% 0,0% 0,0%  0,0% 0,0% 0,0% 0,1% 2,7%
TOTAL 19,1% | 19,8% | 22,0%  22,7% | 56,0%  66,5%  443% | 658%

¢ Los 25 géneros mencionados en la Tabla 2.3.3d representan solo un 19-22% de la abundancia total de
las comunidades de suelo-rizosfera, mientras que ese porcentaje aumenta al 45-65% en muestras de en-
dosfera. Esto denota como las comunidades de endosfera se encuentran mds concentradas en menor can-

tidad de géneros bacterianos, en comparacion con las de suelo-rizosfera.

++ Los géneros mas abundantes que se hallaron en suelo-rizosfera fueron Sphingomonas, Bacillus, Strep-
tomyces y Acidibacter. Particularmente en suelo aparecen géneros como Chryseolinea y Steroidobacter,

mientras que en rizosfera destacan los géneros Terrimonas, Bauldia y Devosia.

% Los géneros mas abundantes hallados en endosfera de raiz y tallo fueron Pantoea, Acinetobacter,
Pseudomonas y Bacillus. Particularmente en endosfera de raiz también se destaca la presencia de Sphin-
gobium, Rhizobium, Flavobacterium y Acidovorax; mientras que en interior de tallo se encontré presencia

de Ralstonia, Peribacillus, Paraburkholderia y Pectobacterium.
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¢+ Dentro de los géneros hallados en el interior del fruto de tomate, se encontré que mas del 80% de las
secuencias se asignaron al género Klebsiella; completando el restante 15% por los géneros Castellaniella,

Nocardia, Ralstonia y Acinetobacter.

Algunos de los géneros con mayor abundancia relativa en suelo y rizosfera también se encontraron dentro
de los mas abundantes en la endosfera de plantas de tomate; es el caso de los géneros Pseudomonas, Bacillus,
Streptomyces y Devosia. El resto de los géneros mencionados en endosfera de tomate tienen muy baja o nula

presencia en muestras de suelo y rizosfera.

- Indices de alfa-diversidad

Los resultados obtenidos de los calculos de los indices de riqueza observada (Richness) y tedrica (Chao-1)
asi como los indices de diversidad de Shannon-Wiener y la inversa de Simpson se detallan en la Tabla 2.3.3ey

Figura 2.3.3e.

Tabla 2.3.3e indices de alfa-diversidad promedio (+ desviacién estandar) a nivel taxonémico de OTU para las muestras
de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de cultivos de tomate de dos establecimientos del cinturdn horticola
de La Plata. Letras diferentes indican diferencias significativas seglin Test de Tukey (p<0,05).

Microhabitat Establecimiento Richness Chao-1 Shannon-Wiener Simpson (1/D)
Viento Norte 1573+40 b 1905+34 b 6,5+0,2 265+ 139
Suelo a a
Productor Mario 1637+48 b 1924+58 b 6,55 + 0,05 257 +71
Viento Norte 1566 +67 b 1908 +39 b 6,4+0,1 253 +39
Rizosfera a a
Productor Mario 1835+28 a 2150+24 a 6,75+ 0,07 372+64
Viento Norte 528 +£48 ¢ 721+£53 4,42 + 0,06 31+£3
Endosfera de raiz b
Productor Mario 597+85 ¢ 839+48 4,0+£0,8 22+20
Viento Norte 273+74 d 427+121 d 2,8+1,6 119
Endosfera de tallo c
Productor Mario 251+18 d 406+65 d 2,9+0,4 7+4
Viento Norte 28+1,4 e 295+3,5 e 1,51+0,06 3,1+0,2
Endosfera de fruto d
Productor Mario 30x1,4 e 31+2,1 e 1,50 £ 0,02 3,1+0,1
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Figura 2.3.3e indices de alfa-diversidad Chao-1 (A, C, E) y Shannon-Wiener (B, D, F) calculados para los distintos niveles
taxondmicos de phylum (A 'y B), orden (Cy D) y género (E y F) en muestras de suelo (S), rizosfera (Rh) y endosfera de raiz
(R), tallo (T) y fruto (F) de plantas de tomate de dos establecimientos del cinturdn horticola de La Plata (VN: Viento Norte
S.A.; y M: Productor Mario). En cada grafica se detalla el resultado del ANAVA para los factores microhdbitat y
establecimiento, considerandose con efecto significativo cuando p<0,05. Letras diferentes indican diferencias
significativas seguin Test de Tukey (p<0,05).

Los indices de alfa-diversidad para las diferentes muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y

fruto de ambos establecimientos (Figura 2.3.3e y Tabla 2.3.3e) permiten realizar las siguientes observaciones:

¢+ La riqueza observada (Richness) y teédrica (Chao-1) de OTUs es significativamente mayor en muestras
de suelo y rizosfera a todos los niveles taxonémicos evaluados (phylum, orden y género en Figura 2.3.3¢;
OTUs en Tabla 2.3.3e), seguidas en orden decreciente por las muestras de endosfera de raiz, tallo y fruto.
Esto denota la existencia de un mayor nimero de taxones en las comunidades bacterianas de los microha-
bitats del entorno radical externo a las plantas de tomate (suelo/rizosfera), los cuales decrecen hacia la

endosfera del vegetal y conforme se alejan del suelo.
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+» Respecto a los indices de Shannon-Wiener y la inversa de Simpson, nuevamente las muestras de suelo

y rizosfera son las que presentan los mayores valores, seguidas en orden decreciente por la endosfera de
raiz, tallo y fruto. Este indice al contemplar tanto la riqueza de los taxones como la abundancia relativa en

la que se encuentran, probablemente sea arrastrado por la mayor riqueza observada en las muestras de
suelo y rizosfera. No obstante, es valido mencionar que el mayor valor de estos indices se asocia con una

mayor equitatividad en la abundancia relativa de los taxones presentes en cada comunidad bacteriana.

%+ Las diferencias observadas en los indices de alfa-diversidad de las comunidades bacterianas asociadas
a las distintas muestras son determinadas principalmente por el microhabitat (suelo, rizosfera y endosfera
de raiz, tallo y fruto), siendo los compartimentos vegetales internos los mas restrictivos al ingreso del gran

numero de taxones observado en rizosfera.

++ Las diferencias que caracterizan a cada uno de los establecimientos repercutieron sobre los indices de
alfa-diversidad de suelo y rizosfera, en los cuales las muestras tomadas del establecimiento del Productor
Mario mostraron mayor riqueza a nivel de OTUs, aunque Unicamente fueron significativas en rizosfera (Ta-
bla 2.3.3e). Los indices de alfa-diversidad de los microhabitats de endosfera no se vieron alterados por el

establecimiento.

Los resultados detallados de los anadlisis estadisticos para los diferentes indices a distintos niveles taxono-

micos se detallan en el ANEXO A.

- Indices de beta-diversidad

Se compararon las comunidades bacterianas que caracterizan a cada uno de los microhdabitats en estudio
de ambos establecimientos horticolas mediante el analisis de componentes principales (PCoA) aplicado a la
matriz de distancias de Bray-Curtis. El andlisis mencionado se aplicd a los niveles taxonémicos de phylum,
orden, género y OTU para comparar todas las muestras juntas (N=28), como asi también para la comparacién
particular de los grupos de muestra de suelo-rizosfera (N=12) y el grupo de muestras de endosfera (raiz, tallo

y fruto; N=16). Los graficos PCoA de las comparaciones realizadas pueden observarse en la Figura 2.3.3f.
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Figura 2.3.3f Andlisis de componentes principales (PCoA) aplicados a la matriz de distancias calculadas segun Bray-Curtis
en la comparacion de los distintos grupos de muestras (A. Todas las muestras; B. Suelo-rizosfera; C. Endosfera) a distintos
niveles taxondmicos (1. Phylum; 2. Orden; 3. Género; 4. OTUs).

Del analisis comparativo conjunto de todas las muestras (Figura 2.3.3f, graficas A.1, A.2, A.3 y A.4) se ob-

serva que:

%+ Entodos los niveles taxondmicos analizados, el microhabitat ejerce un claro efecto en la diferenciacién

de las comunidades bacterianas (p<0,01), mientras que no se evidencia efecto del establecimiento en las

distintas comunidades bacterianas (p>0,10), solo un efecto marginal a nivel taxondmico de OTU (p=0,075).
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+* A nivel taxondémico de género y OTU se observan claramente 3 agrupamientos: (i) los microhabitats
suelo-rizosfera, (ii) endosfera de raiz-tallo, y (iii) las muestras de fruto. Los agrupamientos de muestras
denotan mayores similitudes en la composicién y estructura de sus comunidades bacterianas; mientras
gue la separacidn entre estos grupos determina que las mayores diferencias sean entre suelo-rizosfera y
fruto (en ambos extremos del CP1 [28-40%]), siendo las comunidades bacterianas de endosfera de raiz-

tallo mas cercanas en composicidn y estructura a las de suelo-rizosfera.

Del andlisis parcial de las muestras suelo-rizosfera (Figura 2.3.3f, gréficas B.1, B.2, B.3 y B.4) y las muestras

de endosfera (Figura 2.3.3f, gréficas C.1, C.2, C.3 y C.4), se puede evidenciar claramente que:

+»+ El establecimiento como factor experimental tiene un fuerte impacto en la diferenciacion de las co-
munidades bacterianas asociadas al suelo y la rizosfera (p<0,01), cuyas muestras se separan en el eje del
CP1 que explica la mayor variabilidad (37 a 45%). En menor grado, el microhabitat también ejerce efecto
significativo (p<0,01) o marginalmente significativo (p<0,1) en estas comunidades, separando al suelo y la

rizosfera en el eje del CP2 que explica una variabilidad menor (22 a 34%).

«»* Por otro lado, la variabilidad en las comunidades de endosfera se encontré determinada por el mi-
crohabitat (p<0,01), principalmente por las grandes diferencias observadas en las comunidades de fruto

respecto a raiz y tallo (separadas en el CP1 [~50%]).

- Andlisis comparativo de las comunidades bacterianas: efecto del microhdbitat y el sitio

Hasta aqui se han caracterizado las comunidades bacterianas asociadas a las diferentes muestras de suelo,
rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de tomate de ambos establecimientos horticolas en estudio en base
a su composicién taxondmica, el calculo de indices de alfa-diversidad y beta-diversidad. Estos andlisis han
permitido establecer diferencias y similitudes entre las comunidades bacterianas de las diferentes muestras

debidas al factor experimental microhdbitat y al factor experimental establecimiento.

En otros analisis globales de los datos de secuenciacidon masiva, que incluyen la totalidad de las muestras
(N=28), se puede observar como estos dos factores (microhdbitat y establecimiento) afectan en la modulacién
de las comunidades bacterianas. Por ejemplo, en el mapa de calor elaborado con todas las muestras (Figura
2.3.3g).
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Figura 2.3.3g. Mapa de calor que compara la abundancia relativa a nivel taxondmico de orden entre las diferentes
muestras de suelo, rizosfera, y endosfera de raiz, tallo y fruto de ambos establecimientos.

Basados en la gama de colores rojos-rosas (que indican mayor abundancia relativa) y celestes-blancos (que
indican menor abundancia relativa), a simple vista general de este mapa de calor (Figura 2.3.3g), se puede

identificar dos grupos de muestras: suelo-rizosfera por un lado y las muestras de endosfera por otro.

+»+ Dentro del agrupamiento de las muestras de suelo y rizosfera, se observa el recuadro marrén que
destaca una gran cantidad de taxones compartidos entre las muestras en similares abundancias relativas
altas. Esos mismos taxones, alguno que otro parece encontrarse abundante en endosfera de raiz, pero la

gran mayorl'a no se encuentra en muestras de endosfera.

++ Dentro del agrupamiento de suelo-rizosfera, también se destaca una zona donde pueden observarse

las diferencias entre los establecimientos: en recuadro azul se destacan aquellos taxones que se
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encuentran en mayor abundancia relativa en los suelos y rizosfera de cada establecimiento, evidenciando
el efecto de este factor experimental.

%+ Por otro lado, las muestras de endosfera practicamente sin similitudes respecto a suelo-rizosfera y
muy pocas similitudes entre ellas: se observan taxones muy especificos en las distintas muestras, que no
comparten la misma abundancia relativa con las otras muestras de endosfera (las muestras de raiz, tallo y
fruto se pueden identificar segun los taxones mas abundantes por los recuadros punteados color amarillo,

verde y rojo, respectivamente). La cantidad de taxones que caracterizan los distintos microhabitats de en-
dosfera decrecen de raiz hacia tallo y fruto.

Los dendogramas construidos a diferentes niveles taxondmicos para las diferentes muestras de ambos es-

tablecimientos (Figura 2.3.3h) también permiten visualizar el efecto del factor experimental microhabitat y el
establecimiento en la modulacién de las comunidades bacterianas.

A Nivel taxondmico: phylum B Nivel taxondmico: orden

M Suelo-Rizosfera

[0 Endosferade raiz, tallo y fruto E e
L

S E—
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Figura 2.3.3h Dendogramas de las diferentes muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de ambos

establecimientos horticolas en estudio (VN: Viento Norte; M: Productor Mario). En los dendogramas, los circulos naranjas
indican separacion por microhabitat y los circulos azules indican separacion por establecimiento.
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+»* Enlas distintas escalas de los diferentes dendogramas se puede ver que siempre la primera separacion

(la que denota mayores diferencias entre las llaves que se abren), e incluso algunas separaciones posterio-

res, responden a los diferentes microhabitats (en escala de 0,5-1).

«» Ademas, el factor experimental establecimiento muestra tener impacto en las comunidades bacteria-
nas (en escala de 0,2-0,6), principalmente en aquellas asociadas a los microhdbitats subterraneos (suelo-

rizosfera en primer lugar, y rizoendosfera en menor grado), y es casi imperceptible en microhabitats aéreos.

Teniendo en cuenta esto, se compararon a nivel de OTUs estos grupos de muestras (suelo-rizosfera y en-
dosfera). Para los andlisis comparativos y construccion de diagramas de Venn se consideré como OTU presente
en un microhabitat aquel que se encontrd en al menos 2 de las 3 réplicas (por ello es que el numero de OTUs

observados en cada muestra puede variar respecto al indice Richness).

La comparacién de las comunidades de suelo-rizosfera se muestra en la Figura 2.3.3i y las de endosfera en
la Figura 2.3.3j. En los diagramas de Venn se indica el nUmero de OTUs y el porcentaje de secuencias que estos
representan respecto al total. En los diagramas de dispersion se detallan los OTUs compartidos, discriminando
entre aquellos que se encuentran en abundancias relativas similares entre los establecimientos y aquellos con

mayor abundancia en uno u otro establecimiento (Test de Student, p<0,10).

A partir de los resultados de la comparacion entre las comunidades bacterianas de suelo-rizosfera de ambos
establecimientos (Figura 2.3.3i) podemos realizar las siguientes observaciones:

%+ Sibien los OTUs compartidos entre los suelos de ambos establecimientos (Figura 2.3.3i, A) representan
una mayor cantidad respecto a los OTUs especificos de este microhabitat en cada uno de los sitios, el por-
centaje de secuencias que representan tanto los OTUs compartidos como los especificos se reparte casi
equitativamente. Esto indica que los OTUs especificos presentes en los suelos de cada establecimiento se
encuentran en una alta abundancia relativa al igual que los OTUs compartidos. Incluso, dentro de los OTUs
compartidos, ~30% presentan diferencias significativas entre los establecimientos (p<0,10) respecto a su
abundancia relativa (Figura 2.3.3i, B). Lo mencionado previamente ahonda en las diferencias observadas
entre los suelos de ambos establecimientos en el andlisis de beta-diversidad.

++ Contrariamente a lo observado en suelo, en rizosfera ocurre que los OTUs compartidos entre ambos
establecimientos estan representados por un porcentaje mucho mayor de las secuencias totales (Figura
2.3.3i, C), lo cual significa que, si bien existe una cantidad importante de OTUs especificos en cada uno de
los establecimientos, estos se encuentran en baja abundancia. Dentro de los OTUs compartidos cabe des-
tacar que solo ~20% presentan diferencias en la abundancia relativa entre los establecimientos (p<0,10)
(Figura 2.3.3i, D).
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Figura 2.3.3i Comparacion a nivel de OTUs entre muestras de suelo (A 'y B) y rizosfera (C y D) de ambos establecimientos
en estudio (VN; M) por separado y en conjunto (E y F). En los diagramas de Venn se indica el nimero de OTUs y el
porcentaje de secuencias que estos representan respecto al total. En los diagramas de dispersion se detallan diferencias
en la abundancia relativa de los OTUs compartidos (Test de Student, p<0,10).
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+* Lo expuesto en los dos puntos anteriores permite estimar que las diferencias entre las rizosferas de

los establecimientos (visualizadas en el analisis de beta-diversidad) no se presentan en la misma magnitud
que las reportadas para los suelos. Posiblemente el factor experimental establecimiento causé un mayor
impacto en el microhdabitat suelo en comparacion al de rizosfera; o bien podria ser el efecto rizosférico del
vegetal (las plantas de tomate) el que modere las diferencias entre las comunidades bacterianas de rizos-

fera de los establecimientos.

%+ La comparacion de las 4 muestras en conjunto (Figura 2.3.3i, E) muestra que los OTUs compartidos
entre el suelo y la rizosfera de ambos establecimientos representan un bajo porcentaje del total de OTUs
(~27%); aun asi, esos OTUs muestran ser importantes en cuanto a la abundancia relativa ya que ocupan

>40% del total de secuencias.

*» Los OTUs especificos de muestras de rizosfera representan una fraccidon pequefia respecto al total,
siendo la gran mayoria coincidentes con los OTUs observados en suelo. En suelo, se observa el mismo com-
portamiento con los OTUs especificos de suelo respecto al total. Esto indica la semejanza en la composicion

taxondmica de estos dos microhabitats observada previamente.

«» Por otro lado, los OTUs especificos de cada establecimiento representan una fraccién mas importante
(573 OTUs especificos del Productor Mario y 473 OTUs especificos del establecimiento Viento Norte). Esto
sostiene las diferencias significativas entre las comunidades bacterianas de suelo y rizosfera de ambos es-

tablecimientos visualizadas en los andlisis de beta-diversidad y el mapa de calor (efecto establecimiento).

+»* Respecto a los OTUs compartidos (Figura 2.3.3i, F), la gran mayoria (>85%) se encuentran en similares
abundancias relativas tanto en el suelo como en la rizosfera (p>0,10). De estos OTUs, los de mayor abun-
dancia relativa pertenecen a géneros bacterianos previamente descriptos en esta seccién como los princi-
pales géneros de estos microhabitats en la Tabla 2.3.3d: Bacillus (con mayor presencia en el estableci-

miento del Productor Mario), Sphingomonas, Devosia, Acidibacter, y Pseudarthrobacter.

Respecto a la comparacion de las muestras de endosfera (en este analisis se dejaron de lado las muestras
de fruto ya que contenian pocos OTUs y en su mayoria asignados al género Klebsiella y Castellaniella), en la

Figura 2.3.3j se muestran los diagramas de Venn y las graficas MA.
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Figura 2.3.3j Comparacion a nivel de OTUs entre muestras de endosfera de raiz (A y B) y endosfera de tallo (Cy D) de
ambos establecimientos en estudio (VN; M) por separado y en conjunto (E y F). En los diagramas de Venn se indica el
numero de OTUs y el porcentaje de secuencias que estos representan respecto al total. En los diagramas de dispersion
se detallan diferencias en la abundancia relativa de los OTUs compartidos (Test de Student, p<0,10).
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Estos resultados nos permiten realizar las siguientes apreciaciones:

%+ Contrariamente a lo observado en los suelos de ambos establecimientos, los OTUs especificos presen-
tes en endosfera de raiz y tallo de cada establecimiento se encuentran en una muy baja abundancia rela-
tiva, siendo los OTUs compartidos los que ocupan >85% de las secuencias en ambos microhabitats (Figura
2.3.3j, Ay Q). Incluso, en ambos compartimentos los OTUs compartidos se encuentran mayormente sin
diferencias en sus abundancias relativas en cada uno de los establecimientos (p<0,10) (Figura 2.3.3j, By D).
Esto respalda los resultados obtenidos en el andlisis de beta-diversidad que indicaron una alta similitud

entre las comunidades bacterianas de endosfera de raiz y tallo de ambos establecimientos.

%+ Los OTUs especificos en endosfera de tallo representan una fraccién minima del total; mientras que
los OTUs especificos de raiz son una fraccion mucho mayor respecto al total (Figura 2.3.3j, E). Si bien esto
se debe principalmente a una mayor cantidad de OTUs en muestras de raiz respecto a las de tallo, se des-
taca que la gran mayoria de los OTUs que se encuentran en endosfera de tallo (>90%) también se encuen-

tran en raices de tomate.

+»* Respecto a los OTUs compartidos entre las 4 muestras (Figura 2.3.3j, F), el 25% se encontré con mayor
abundancia relativa en endosfera de raiz, siendo los mas abundantes clasificados dentro de los géneros
Acidovorax, Sphingobium y Pseudomonas. Solo 6 OTUs compartidos se encontraron en mayor abundancia
relativa en endosfera de tallo, en su mayoria pertenecientes al género Ralstonia (el cual alberga especies
patégenas de plantas de tomate) y Pantoea. El resto de los OTUs compartidos se encuentran en similares

abundancias relativas (p>0,10) en ambos microhabitats endosféricos.

%+ Estos OTUs con mayor abundancia relativa en el interior de raices y tallos de tomate pertenecen a
géneros bacterianos previamente descriptos en esta seccidn como los principales géneros de estos mi-
crohabitats en la Tabla 2.3.3d: Acinetobacter, Pantoea, Sphingobium, Pseudomonas, Ralstonia, Acidovorax,

y del orden Enterobacterales.

Haciendo foco en los taxones especificos de cada establecimiento en cada uno de los microhabitats (Tabla
2.3.3f) puede apreciarse que en general se encuentran en muy bajas abundancias relativas, siendo muy pocos
los que superan el 1% de las secuencias totales de cada muestra. EI nimero de taxones especificos en cada
establecimiento es mayor en muestras de suelo-rizosfera, donde el efecto del establecimiento sobre las co-
munidades bacterianas fue mas notorio, ocurriendo lo contrario en los microhabitats de endosfera. No obs-
tante, como se mencioné previamente, las diferencias entre los establecimientos son determinadas no solo
en base a los taxones que se encuentran especificamente en cada sitio sino también por los diferenciales en

la abundancia relativa de los taxones compartidos (Figura 2.3.3i y Figura 2.3.3j).
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Tabla 2.4.2f Numero, porcentaje de secuencias respecto al total y asignacidn taxondmica de los taxones especificos de
cada establecimiento en cada uno de los microhabitats

Microhdbitat Viento Norte Productor Mario

(riqueza de géneros) N° 9% desec. Taxones mds abundantes N° %desec. Taxones mds abundantes

Suelo Nodosilinea - 1,3% Sphingobacterales - 1,25%
106 7,32% o 90 5,88% .
(474) Amphiplicatus - 0,5% Chryseobacterium - 0,50%
. Acinetobacter - 1,3%
Rizosfera o Skermanella - 0,2%
71 5,10% Amphiplicatus - 0,3% 80 3,38% o
(458) N Ferruginibacter - 0,1%
Domibacillus - 0,3%
3 Saccharimonadales - 0,3% Virgibacillus - 0,2%  Fic-
Endosfera de raiz . . s
(229) 38 1,57% Flavihumibacter - 0,1% 53 2,18% tibacillus - 0,1% Am-
Paenarthrobacter - 0,1% moniphilus - 0,1%
Neisseria - 0,6% Oligoflexia - 0,07%
Endosfera de tallo ] ° . gof . 5
(121) 27 3,51% Burkholderiales - 0,4% 18 0,32% Sphingobacterium - 0,04%
Gemella - 0,4% Pseudonocardia - 0,02%
Endosfera de fruto
0 - - 1 0,01% Bosea

(7)

2.3.4. CARACTERIZACION DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS ASOCIADAS A CIERTAS FUN-
CIONES DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL

2.3.4.1 Cuantificacion absoluta y relativa de genes nifH, phoD y acdS mediante g-PCR

Se logré amplificar satisfactoriamente los genes nifH, phoD y acdS con los primers detallados, tanto a partir
del patrén sintético como de las extracciones de ADN bacteriano metagendmico de las distintas muestras
ambientales en estudio. La cuantificacion de todas las muestras fue posible Unicamente para el gen phoD, ya
gue tanto con el gen nifH como con el acdS hubo problemas de inespecificidad en la qPCR con los primers
utilizados (ver las curvas de melting para cada gPCR en las Figura 5.4.1cy Figura 5.4.3c del ANEXO A, respecti-
vamente), por lo que solo fue posible cuantificar el N° copias g de peso seco en muestras de suelo y rizosfera

para estos dos genes.

Los resultados de la construccién de la curva estandar para los genes nifH, phoD y acdS, asi como el ajuste
de cada uno de los modelos matematicos y su evaluacion estadistica se detallan en el apartado gPCR de genes
funcionales, en el ANEXO A. Los 3 modelos de regresion lineal ajustaron muy significativamente (p<0,01) a los
datos, con un coeficiente de determinacién de entre 0,993 y 0,998; cumpliendo con los supuestos de homo-

cedasticidad y normalidad de los residuos.

Los resultados de la cuantificacidn se muestran en la Figura 2.3.4a. Los resultados y el andlisis estadistico
detallado para cada uno de los genes de encuentran en el apartado qPCR de genes funcionales, en el ANEXO

A.

106



Capitulo 2 Microbiota bacteriana asociada a plantas de tomate var.
RESULTADOS elpida cultivadas en el CHP: caracterizacion por técnicas moleculares

@ Viento Norte S.A. A Productor Mario

g < g . o X = ARNF 165
a = gcdS
e
ﬁ' - = = nifH
0 |
§12 | phoD
2 C C d d
-4 S e | @ A o= e $+ A e s
w 9 7 5 - A
© b
.1 & Tle *
S 6 +
= a a a a a A
= L™
03 & | e A
— ¢ c E
0 =
Suelo Rizosfera Raiz Tallo Fruto

Figura 2.3.4a Cantidades absolutas (circulos y tridngulos) y promedio (linea horizontal) del N° copias g de peso seco de
los genes ARNr16S, nifH, phoD y acdsS para las diferentes muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de
plantas de tomate de dos establecimientos (Viento Norte y Productor Mario) del CHP. Para un mismo gen, letras
diferentes indican diferencias significativas entre los valores medios (test de Tukey, a=0,05).

La comparacion de las cuantificaciones absolutas del N° de copias g de peso seco de los diferentes genes

para cada una de las muestras nos permite realizar el siguiente analisis:

%+ Los genes funcionales relacionados con la mineralizacidn del fésforo organico (phoD) siguen similar
patrén de abundancia que el gen ARNr 16S en las distintas muestras: mayor nimero de copias halladas en
muestras del entorno radical (suelo, rizosfera y endosfera de raiz) y una disminucidn gradual pero signifi-

cativa hacia la endosfera de tejidos aéreos.

%+ Esto no pudo comprobarse con los genes relacionados con la fijacidn bioldgica del nitrogeno (nifH) y
la actividad ACC-deaminasa (acdS), ya que la amplificacién de la qPCR para las muestras de ADN bacteriano
obtenidas a partir de tejido vegetal no fue especifica y los resultados hallados no fueron confiables. Sin
embargo, los valores absolutos del gen nifH y acdS en suelo y rizosfera fueron similares para ambos esta-

blecimientos, con un mayor recuento del gen acdS.

Si relativizamos el nimero de copias de los genes funcionales al nimero de copias del gen ARNr 16S (Tabla
2.3.4a), para de alguna forma establecer una relacion de abundancia entre las comunidades bacterianas que

llevan a cabo estas funciones respecto a las comunidades bacterianas totales halladas en cada una de las
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muestras podemos destacar los siguientes puntos (los correspondientes analisis estadisticos se detallan en el

apartado gPCR de genes funcionales, en el ANEXO A):

Tabla 2.3.4a Abundancia relativa de los genes nifH, phoD y acdS respecto al nimero de copias del gen ARNr 16S en
muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto tomadas de cultivos de tomate de dos establecimientos
horticolas del cinturdn horticola de La Plata. los resultados de la tabla estan expresados en N° de copias por cada millon
de copias del gen ARNr 16S. Para un mismo gen, letras diferentes indican diferencias significativas (a=0,05).

Muestra (x -106)

Suelo Rizosfera Raiz Tallo Fruto

Gen Establecimiento

Gen Viento Norte 005+0,01°  04%01°

nifH Productor Mario 0,16 +0,08 ° 0,17 +0,03 °

Gen Viento Norte 727+40°  755£32°

acds Productor Mario 211+10,1° 190 + 14,0 °

Gen Viento Norte ~0,008 © ~0,01 ¢ 784+1,7°  13:08°  23+04"
phoD  productor Mario ~0,02 © ~0,02 11,1+12°  074+02¢%  35+1,6"C

++ Las abundancias relativas halladas fueron dispares entre las distintas muestras y los distintos genes,
variando entre 0,010 y 210 copias de genes funcionales por cada millén de copias del gen ARNr 16S (Tabla
2.3.4a).

% De los 3 genes funcionales estudiados, el gen acdsS fue el que se encontré en mayor abundancia rela-

tiva (solo comparable en suelo y rizosfera) en ambos establecimientos evaluados.

+ En suelo y rizosfera, el gen nifH fue el segundo con mayor abundancia relativa, con valores similares
para suelo y rizosfera de ambos establecimientos, con la menor abundancia relativa en el suelo de Viento

Norte S.A.

++ Si bien el gen phoD presentd los menores valores de abundancia relativa en suelo y rizosfera, se de-
tecta un significativo enriquecimiento de este gen en muestras de endosfera de raiz, tallo y fruto de tomate,

comportamiento observado en los dos establecimientos evaluados.

%+ La comparativa entre ambos establecimientos permite evidenciar (i) una abundancia relativa de acdS
hasta 3 veces mayor y significativa en las muestras de suelo y rizosfera del Productor Mario respecto a las
de Viento Norte S.A.; y (ii) una mayor abundancia relativa del gen nifH en el suelo del Productor Mario

respecto a Viento Norte S.A.
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2.3.4.2 Diversidad de las comunidades bacterianas fijadoras de nitrogeno y mineralizadoras de
fosforo asociadas al cultivo de tomate

A partir de las extracciones de ADN bacteriano metagendmico de las distintas muestras ambientales, se
logré amplificar satisfactoriamente los genes nifH y phoD con los primers detallados para el estudio por DGGE.
En el ANEXO A pueden observarse las fotografias de los geles de DGGE de nifH (Figura 5.5.2a) y phoD (Figura
5.5.3a). En la puesta a punto de la metodologia se determind que los perfiles de grupos genéticos de los genes
funcionales determinados en las muestras agrupadas de suelo-rizosfera resultaron muy diferentes a los ob-
servados en las muestras de endosfera (raiz, tallo y fruto). Por esta razon, si bien no se evalta detalladamente
las diferencias entre estos dos grupos de muestra, se puede afirmar que ambos grupos resultaron muy distin-

tos en cuanto a las comunidades portadoras de ambos genes (Figura 5.5.1a, en el ANEXO A)

- Comunidades bacterianas fijadoras de nitrégeno

Tanto para las muestras de suelo-rizosfera (N=12), como las de endosfera (N=18), se logré obtener dos geles
con una correcta apertura de los patrones de bandas, asi como una buena cantidad y definicién de diferentes
bandas que evidencian la presencia de distintos productos de PCR amplificados a partir de los primers PolF1y
PolR-GC (Figura 5.1.3c).

Mediante la digitalizacion de ambos geles y el posterior andlisis bioinformatico, se pudieron calcular para
las distintas muestras los indices de alfa-diversidad de Riqueza, Shannon-Wiener e Inversa de Simpson (Tabla
2.3.4b), los cuales se analizaron estadisticamente para detectar posibles diferencias debido al tipo de muestra

y el establecimiento del cual provienen (apartado DGGE del gen nifH, en el ANEXO A).

Tabla 2.3.4b indice de diversidad del gen nifH calculados a partir del anélisis bioinformatico del gel de DGGE para las
distintas muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de cultivos de tomate de dos establecimientos del
CHP. Los valores se corresponden al promedio * SD de tres réplicas.

MUESTRAS
INDICE DE DIVERSIDAD  ESTABLECIMIENTO
SUELO RIZOSFERA RAIZ TALLO FRUTO
Viento Norte 10,3+1,1 11,7+0,6 7,7+0,6 11,0+1,0 11,0+ 2,0
Riqueza (S)
Productor Mario 8,3+0,6 10,7+ 1,5 11,7+2,9 11,7+1,5 10,3+0,6
Viento Norte 1,6+0,2 1,7+0,3 0,94+0,2 1,4+0,1 1,4+04
Shannon-Wiener (H)
Productor Mario 1,8+0,2 2,1+0,1 1,6+0,3 1,4+0,2 1,5+0,1
Viento Norte 40+1,2 45+1,0 2,1+0,4 3,0£0,3 3,1+1,7
Simpson (1/D)
Productor Mario 51+1,1 6,4+0,8 45+1,7 3,1+0,7 3,8+0,8

¢ Los indices de alfa-diversidad evidencian una riqueza de grupos genéticos del gen nifH similar entre
las diferentes muestras (entre 7 y 11 grupos genéticos), cuya presencia se da de forma mds equitativa en
las muestras de suelo y rizosfera respecto a las de endosfera (representada por los mayores valores del

indice de Shannon-Wiener e inversa de Simpson), indicando la concentracion de ciertos grupos genéticos
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del gen nifH en los compartimentos internos (los analisis estadisticos se detallan en el apartado DGGE del

gen nifH, en el ANEXO A).

Mediante el analisis de la matriz de distancias por Bray-Curtis obtenida a partir de la digitalizacién del gel

de DGGE se pudo obtener la representacidn grafica a través de un escalamiento multidimensional no métrico

(NMDS) (Figura 2.3.4b).
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Figura 2.3.4b Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) del analisis por DGGE del gen nifH para las muestras de
(A) suelo y rizosfera, y (B) endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate de dos establecimientos (VN: Viento Norte
y Mario: Productor Mario) del cinturdn horticola de La Plata. Se utilizé la matriz de indices de similitud de Bray-Curtis,

a=0,05 y estrés <0,1.

El analisis del NMDS (Figura 2.3.4b) permite realizar ciertas apreciaciones:

%+ Sibien las comunidades bacterianas de suelo y rizosfera portadoras del gen nifH (Figura 2.3.4b, Gréafica
A) tienen un cierto porcentaje de similitud (20%) que permite agrupar a las 12 muestras juntas, se visualizan
dos grupos definidos con un mayor porcentaje de similitud (30%) que se encuentran diferenciados segun
el establecimiento del cual proviene la muestra, indicando el efecto del sitio en dichas comunidades. Tam-
bién puede identificarse en un tercer nivel de similitud (45%) el agrupamiento por muestras, diferencian-

dose las comunidades de suelo respecto a las de rizosfera, situacion que ocurre en ambos establecimientos.
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¢ Por el contrario, el sitio parece no ejercer un efecto claro en las comunidades bacterianas endéfitas
portadoras del gen nifH (Figura 2.3.4b, Grafica B), ya que se observan altos porcentajes de similitud (40-

65%) en las diferentes muestras de ambos sitios.

«» Una particularidad observada en las muestras de endosfera es la agrupacion de las muestras raiz-tallo
y tallo-fruto, que posiblemente evidencian mediante la similitud en sus comunidades la conexién cercana

entre cada par de 6rganos (no asi raiz-fruto).

- Comunidades bacterianas mineralizadoras de fésforo orgdnico

Al igual que lo mencionado para el gen nifH, tanto para las muestras de suelo-rizosfera (N=12), como las de
endosfera (N=18), se logré obtener dos geles con una correcta apertura de los patrones de bandas, asi como
una buena cantidad y definicidn de diferentes bandas que evidencian la presencia de distintos productos de

PCR amplificados a partir de los primers ALPS-F730 y ALPS-R1101-GC (Figura 5.5.3a).

Mediante la digitalizacion de ambos geles y el posterior andlisis bioinformatico, se pudieron calcular para
las distintas muestras los indices de alfa-diversidad de Riqueza, Shannon-Wiener e Inversa de Simpson (Tabla
2.3.4c), los cuales se analizaron estadisticamente para detectar posibles diferencias debido al tipo de muestra

y el establecimiento del cual provienen (apartado DGGE del gen phoD, en el ANEXO A).

Tabla 2.3.4c indice de diversidad del gen phoD calculados a partir del andlisis bioinformatico del gel de DGGE para las
distintas muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de cultivos de tomate de dos establecimientos del
CHP. Los valores se corresponden al promedio + SD de tres réplicas.

INDICE DE MUESTRAS
ESTABLECIMIENTO
DIVERSIDAD SUELO RIZOSFERA RAIZ TALLO FRUTO
Viento Norte 10,0+ 1,7 15,3+2,1 19,7+3,2 13,0+2,6 13,7+2,1
Riqueza (S)

Productor Mario 50+1,0 11,0+ 1,0 16,0+1,7 16,3+4,0 11,0%+1,0
Shannon- Viento Norte 1,9+0,07 2,1+£0,2 2,0+£0,2 1,2+0,3 0,8 +£0,07

Wiener (H) Productor Mario 1,3+0,3 1,7+0,2 25+03 1,1+0,3 0,6+0,1
Simpson Viento Norte 5,8+0,2 58+1,4 6,1+0,8 2,8+0,4 2,2+0,2

(1/D) Productor Mario 3,0+0,7 3,9+0,4 6,6+0,7 2,6+0,2 2,2+0,5

%+ Los indices de alfa-diversidad evidencian una mayor riqueza de grupos genéticos del gen phoD en en-
dosfera de ambos establecimientos (similar entre las diferentes muestras, entre 11 y 19 grupos genéticos),
difiriendo de la riqueza observada en las muestras de suelo que fue sensiblemente menor en ambos esta-

blecimientos.

111



Microbiota bacteriana asociada a plantas de tomate var.
elpida cultivadas en el CHP: caracterizacion por técnicas moleculares

Capitulo 2
RESULTADOS
** En las muestras del entorno radical (suelo-rizosfera-rizoendosfera) se observé una mayor equitativi-
dad en la abundancia de los grupos genéticos observados, en comparacién con las muestras de endosfera,
donde la equitatividad de los grupos fue menor (representada por los menores valores del indice de Shan-
non-Wiener e inversa de Simpson), indicando la concentracion de ciertos grupos genéticos en los compar-

timentos internos (resultados similares a los observados con el gen nifH).

El andlisis de la matriz de distancias (Bray-Curtis) obtenida a partir del gel de DGGE que deriva en la repre-
sentacién grafica a través de un escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) (Figura 2.3.4c) permite

realizar las siguientes observaciones:
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Figura 2.3.4c Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) del andlisis por DGGE del gen phoD para las muestras
de (A) suelo y rizosfera, y (B) endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate de dos establecimientos (VN: Viento
Norte y Mario: Productor Mario) del CHP. Se utilizé la matriz de indices de similitud de Bray-Curtis, a=0,05 y estrés <0,1.

** En lo que respecta a las muestras de suelo y rizosfera se observa un comportamiento similar a lo re-
portado previamente para el gen nifH: |a totalidad de las muestras se agrupan con un 20% de similitud en
sus comunidades bacterianas portadoras del gen phoD. No obstante, se visualizan dos grupos definidos con
un mayor porcentaje de similitud (30%) que se encuentran diferenciados segun el establecimiento del cual
proviene la muestra, indicando el efecto del sitio en dichas comunidades. Al igual que lo descripto para las
comunidades portadoras del gen nifH, también puede identificarse en un tercer nivel de similitud (45%) el
agrupamiento por muestras, diferenciandose las comunidades de suelo respecto a las de rizosfera, situa-

cién que ocurre en ambos establecimientos (Figura 2.3.4c, Grafica A).
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** En las comunidades bacterianas enddfitas portadoras del gen phoD (Figura 2.3.4c, Grafica B) se de-
tecta un mayor grado de similitud. El principal factor que explica las diferencias entre las comunidades
mineralizadoras de fésforo orgdnico es el tipo de muestra, ya que se observa por un lado las muestras de
raiz que se agrupan de forma independiente respecto a la de tallo y fruto, las cuales presentan un mayor
grado de similitud (40-60%). No hay evidencia de que el sitio tenga un efecto moderador sobre las comu-

nidades bacterianas portadoras del gen phoD que habitan en la endosfera.
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2.4 DISCUSION GENERAL

Las plantas han co-evolucionado con una gran diversidad de microorganismos —principalmente bacterias—,
los cuales conforman complejas comunidades asociadas a distintos microhdbitats subterraneos y aéreos, cuya
estructura y composicion pueden modificarse por diversos factores bidticos y abidticos. Esta microbiota aso-
ciada lleva a cabo funciones claves que impactan en el crecimiento, el desarrollo y la salud vegetal, servicios
ecosistémicos que pueden ser aprovechados para mejorar el rendimiento de especies vegetales cultivadas en
agroecosistemas. Profundizar en el conocimiento de estas comunidades microbianas, no solo sumara al cono-
cimiento ecolégico sobre las interacciones planta-bacteria, sino que también sentara las bases sobre las cuales
se podrdn tomar decisiones agrondmicas respecto al mejor uso de la microbiota. En este sentido, en el pre-
sente capitulo se describieron los ensayos que permitieron caracterizar la microbiota bacteriana asociada a
suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate Elpida provenientes de cultivos comer-
ciales de dos establecimientos del CHP, con la hipdtesis de que sus caracteristicas diferenciales (estableci-
miento VN, un suelo con una larga trayectoria de manejo horticola intensivo, mayormente monocultivo de
tomate; comparado con el establecimiento M, el “mismo suelo” en su primer ciclo productivo con un cultivo

de tomate) podrian ejercer un efecto sobre las caracteristicas de estas comunidades bacterianas.

El analisis de los resultados de este trabajo mostré al microhabitat como el principal factor experimental
qgue determina las diferencias en abundancia, estructura, composicién y funcionalidad de las comunidades
bacterianas, restringiendo el efecto del establecimiento a cambios en los perfiles taxondmicos de las comuni-
dades bacterianas de microhabitats subterraneos, con magnitud decreciente desde el suelo hacia la rizoen-

dosfera.

Yax . . . .
< Elsueloy larizosfera se caracterizaron por una mayor abundancia poblacional bacte-

riana (10-10 copias del gen ARNr 16S g de peso seco), en comparacién con las muestras
de endosfera (108-10%° copias del gen ARNr 16S g de peso seco) de plantas de tomate, inde-
pendientemente del establecimiento en el cual se cultivaron las plantas (Tabla 2.3.3a). Si bien
no se encontraron reportes que utilicen esta técnica para cuantificar las comunidades bacte-
rianas asociadas a plantas de tomate, existe informacién de otras especies vegetales (trigo,
arroz, frutilla, garbanzo, pasturas de gramineas, entre otros) que evidencia el mismo compor-
tamiento descripto anteriormente: suelos y rizosferas con mayores densidades poblacionales
—que varian entre 10%° y ~10*® copias del gen ARNr 165 g'—, y endosferas y filosferas de dife-
rentes érganos vegetales (raices, hojas, flores, frutos) con menores densidades poblacionales,
entre 105-108 copias del gen ARNr 16S g (Acufia et al., 2016; Azarbad et al., 2022; Chen et al.
2022; Olimi et al., 2022; Rilling et al., 2018; Sharma et al., 2020; Zhang et al., 2016).

< Las comunidades bacterianas del suelo y la rizosfera mostraron ser mas ricas y diversas
(Richness = 1566-1835 OTUs; Shannon-Wiener = 6,4-6,7) que las de endosfera de plantas de
tomate (Richness = 28-597; Shannon-Wiener = 1,5-4,4), independientemente del estableci-

miento; las Unicas diferencias observadas entre los establecimientos fueron en rizosfera (Tabla
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2.3.3e). Estas particularidades descriptas entre suelo-rizosfera y endosfera, han sido reporta-
das por numerosos trabajos en gran variedad de especies vegetales, incluso también en plan-
tas de tomate de diferentes variedades y cultivadas en diversos entornos (Figura 2.1.2b). Por
ejemplo, Lee et al. (2019) observaron como disminuy® la riqueza y diversidad de taxones desde
el suelo-rizosfera (Chao-1 ~1640; Shannon-Wiener ~6,04) hacia la endosfera de raices en plan-
tas de tomate (Chao-1 ~222; Shannon-Wiener ~3,38) en 23 sitios de estudio. En esta misma
linea, Dong et al., (2019) establecieron que la riqueza de taxones y la diversidad estimada por
el indice de Shannon-Wiener, siguieron el patrén decreciente suelo>rizosfera>endosfera (Ri-
chness = 1231; 601; 23— 87; y Shannon-Wiener = 6,1; 3,2; 0,5-1,7 para suelo, rizosfera y en-
dosfera, respectivamente) luego de investigar las comunidades bacterianas de suelo, rizosfera
y endosfera de raiz, tallo, hoja y fruto de plantas de tomate cultivadas bajo cubierta. De esta
manera, los resultados de este trabajo se suman a los reportes existentes que generalizan que
las poblaciones bacterianas de suelo y rizosfera son mas abundantes y tienen mayor riqueza y
diversidad en comparacién con las poblaciones de microhabitats vegetales de endosfera, pu-
diendo estas ultimas seguir una tendencia decreciente conforme el microhdbitat se aleja del

suelo.

< Respecto a los resultados sobre las comunidades funcionales, la abundancia de genes
nifH, phoD y acdS en suelo y rizosfera de ambos establecimientos (108-107 copias nifH g, ~10°
copias phoD gy ~10%° copias acdS g*; Figura 2.3.4a) fue similar a lo reportado por otros in-
vestigadores (Bouffaud et al., 2016; Bouffaud et al., 2018; Huhe et al. 2014; Rilling et al., 2018;
Sneha et al. 2021; Lang et al., 2022; Chen et al., 2019). El gen phoD fue el Unico gen que pudo
ser cuantificado en todas las muestras, mostrando —al igual que el gen ARNr 165— una tenden-
cia decreciente desde el suelo-rizosfera hacia endosfera de raiz, tallo y fruto, sin mostrar dife-
rencias entre los establecimientos. Si bien no se encontraron reportes acerca de la cuantifica-
cién del gen phoD en muestras de endosfera, resultados semejantes en otros genes funciona-
les fueron detallados por Rilling et al., (2018) quienes describieron como disminuyé significa-
tivamente el numero de copias del gen nifH desde la rizosfera hacia la endosfera de plantas de

trigo.

< Los anélisis sobre riqueza y diversidad de grupos genéticos portadores de los genes
nifH (Tabla 2.3.4b) y phoD (Tabla 2.3.4c) permitieron determinar que, la riqueza de estos gru-
pos genéticos no mostraron mayores variaciones entre los diferentes microhabitats de ambos
establecimientos, pero se destaca la mayor equitatividad en los microhabitats del entorno ra-
dical respecto al enriquecimiento de ciertos grupos genéticos en los microhdabitats endosféri-

cos, determinados por un menor indice de diversidad de Shannon-Wiener.

El hecho de que las propiedades emergentes de las comunidades bacterianas del suelo no se hayan visto

modificadas por tantos aflos acumulados de practicas agricolas convencionales e intensivas (caso del
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Establecimiento VN), puede resultar —a priori— desconcertante, dado los numerosos reportes que asocian a
este tipo de prdcticas con la pérdida de calidad de los suelos y la disminucién de la diversidad de microorga-
nismos (Bender et al., 2016; Fierer, 2017; Gupta et al, 2022). Consecuentemente, la caracterizacion fisico-
guimica de los suelos (Tabla 2.5.1a) evidencia resultados negativos en el establecimiento VN debido a la acti-
vidad horticola (principalmente salinizacidn/sodificacidn); no obstante, también se observaron modificaciones
deseables en algunos parametros: aumento de la materia orgdnica, el nitrogeno total, los niveles de fésforoy
cationes en general, los cuales se asociaron al empleo de enmiendas organicas como practica arraigada en la
region del CHP. Esto ultimo es un dato no menor, ya que numerosos investigadores han correlacionado el uso
de enmiendas orgdnicas con aumentos de la biomasa, riqueza y diversidad bacteriana (Arif et al, 2020; Sankar
et al., 2017; Treonis et al., 2010). La respuesta de las comunidades bacterianas a esta practica se asocia a
aumentos en la materia orgdnica de los suelos, la cual no solo mejora las propiedades fisicas y quimicas del
suelo (estructura, aireacién, drenaje, retencion de agua, CIC, fluctuaciones de pH) sino que también propor-
ciona recursos nutricionales que estimulan la actividad metabdlica de los microorganismos (de Graaff et al.,
2019). En este sentido, las técnicas de manejo que mejoren la entrada y el aumento de la materia organica del
suelo pueden funcionar para retener o promover la biodiversidad bacteriana del suelo, amortiguando la pér-
dida de diversidad ocasionada por el impacto negativo de ciertas practicas agricolas convencionales intensivas.
Este efecto combinado de ambos tipos de practicas agricolas llevadas a cabo en el establecimiento VN durante
tantos afos puede ser el responsable de mantener similares niveles de biomasa, riqueza y diversidad bacte-

riana en suelo-rizosfera respecto al establecimiento M.

< El efecto del microhabitat también se evidencié en la composicion taxonémica de las
comunidades bacterianas asociadas a las diferentes muestras. Si bien Proteobacteria fue el
phylum mas abundante en todos los microhabitats, en suelo-rizosfera representé 28-37% de
las secuencias, mientras que en endosfera representoé entre 50-93% de las secuencias totales.
En orden decreciente, los phylum Bacteroidetes, Actinobacteria, Acidobacteria y Firmicutes
completan los 5 phylum mas abundantes en suelo-rizosfera (75-80% del total de secuencias);
mientras que Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes completan casi la totalidad de las se-
cuencias en endosfera (Tabla 2.3.3b). Generalmente, todos estos phylum son los que se en-
cuentran asociados a los entornos vegetales, aunque pueden diferir en los valores de abun-
dancia relativa (Bulgarelli et al., 2013). En lo que respecta a plantas de tomate, los resultados
de este trabajo son coincidentes con los numerosos reportes de experimentos realizados en
diferentes variedades y partes del mundo (Figura 2.1.2b), permitiendo identificar a Proteobac-
teria como el principal phylum asociado a la rizosfera y la endosfera de plantas de tomate en
mayor abundancia relativa, seguido en orden decreciente por Actinobacteria/Firmicutes que
se alternan el 2do. y 3er. puesto de mayor abundancia relativa, y Bacteroidetes en cuarto lugar,

no encontrandose normalmente otros phylum relevantes (>1% secuencias).
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<> La abundancia relativa de las Gammaproteobacteria aumenta hacia la endosfera y la

de las Alfaproteobacteria aumenta en sentido inverso, en concordancia con lo reportado no
solo para tomate (Dong et al., 2019; Lépez et al., 2020) sino también para otros cultivos tal

como trigo (Liu et al., 2017).

> Respecto a los géneros bacterianos mas abundantes en rizosfera y endosfera de dis-

tintos drganos de plantas de tomate, existe una gran variabilidad entre los resultados reporta-
dos (Tabla 2.3.3d). Sin embargo, los resultados de este trabajo concuerdan con lo expuesto por

diversos investigadores:

— Dentro de los géneros mas abundantes en rizosfera de tomate se encuentran los géne-
ros Sphingomonas, Bacillus y Streptomyces (Allard et al., 2016; Bergna et al., 2018; Dong
et al., 2019; Kwak et al., 2018; Eltlbany et al., 2019; Larousse et al., 2017; Ottesen et al.,
2013; Poudel et al., 2018; Tian et al., 2015).

— Dentro de los géneros mas abundantes en endosfera de raiz se encuentran los géneros
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Acinetobacter y Sphingobium (Bergna et al., 2018;
Dong et al., 2019; French et al., 2020; Lopez et al., 2020; Tian et al., 2015).

— Dentro de los géneros mas abundantes en endosfera de tallo se encuentran los géneros

Pantoea, Acinetobacter y Pseudomonas (Dong et al., 2019; Lopez et al., 2020)

< Respecto a los resultados encontrados en fruto (~85% de secuencias asignadas a Kleb-
siellay ~12% a Castellaniella, con prevalencia en las 6 muestras y en el caso de Klebsiella pre-
sente en todos los microhabitats relevados en ambos establecimientos —0,5% de abundancia
relativa en suelo, rizosfera y rizoendosfera, y ~2% en tallo—), no se encontré bibliografia que
comparta estos hallazgos. Incluso, Lopez y colaboradores (2020) caracterizaron la endosfera
de tomate Elpida crecido en condiciones comerciales bajo cubierta en el CHP (condiciones ex-
perimentales comparables a las de este trabajo) y sus resultados describen a Pseudomonas,
Curtobacterium, y Pectobacterium como los géneros mas abundantes, sin mencionar a los gé-
neros Klebsiella o Castellaniella en ninguno de los microhabitats caracterizados (endosfera de
raiz, tallo, hoja y fruto), y sélo en 2 del resto de las publicaciones, colonizando rizosfera y en-

dorizosfera.

Mientras algunos organismos pueden ser oportunistas ocasionales como resultado de eventos estocasticos,
hay evidencia creciente de la existencia de una comunidad bacteriana central o core consistentemente estable
en plantas sanas a través del espacio, el tiempo y, en parte, a través de los drganos, no solo a nivel de phylum
sino también a otros niveles taxonédmicos (Vorholt et al. 2017), tal como los géneros coincidentes en los resul-

tados anteriormente mostrados. Lo expuesto anteriormente suma a la evidencia reportada por otros
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investigadores sobre taxones bacterianos que se encuentran comunmente habitando dichos microhabitats, lo

gue podria significar que sean parte de los microorganismos que conforman el core de dichos entornos.

€ Apesar de las variaciones en los perfiles taxonémicos entre los diferentes microhabi-
tats, el andlisis de beta-diversidad agrupd a las diferentes comunidades bacterianas en 3 clus-
teres en base a su similitud de composicién y abundancia relativa, diferenciados por el mi-
crohabitat (p<0,05) y conformados por (i) suelo-rizosfera, (ii) endosfera de raiz-tallo, y (iii)
fruto. Este mismo andlisis evidencié también un efecto significativo del factor experimental
establecimiento, aunque Unicamente sobre las comunidades bacterianas de suelo y rizosfera
(p<0,05), permaneciendo la endosfera de raiz, tallo y fruto sin alteraciones debidas a este fac-
tor (p=0,12) (Figura 2.3.3f).

& De igual manera, la comparacion de los grupos genéticos del gen nifH (Figura 2.3.4b) y
phoD (Figura 2.3.4c) de las distintas muestras evidencia que el principal factor que determina
las mayores diferencias se da a nivel de microhabitats (suelo-rizosfera respecto a endosfera);
el factor experimental establecimiento muestra impactar Unicamente en la diferenciacion de
las comunidades bacterianas portadoras del gen nifH y phoD que habitan el suelo y la rizosfera,

mientras que dicho efecto no es observado en las muestras de endosfera.

En este trabajo no se caracterizaron taxondmicamente las comunidades funcionales estudiadas, pero hay
reportes interesantes que describen los géneros portadores de los genes nifH y acdS en distintos microhabitats

de la planta de tomate:

— Particularmente sobre las comunidades portadoras del gen nifH, es interesante destacar que Collavino
et al. (2020) amplificaron y secuenciaron dicho gen a partir de muestras de endosfera de raiz y tallo de to-
mate var. Elpida crecido en el CHP —condiciones comparables con las utilizadas en este trabajo—. Este reporte
indica que los 6rdenes bacterianos mas abundantes asociados al gen nifH en estos microhdbitats (~85%)
fueron Rhizobiales, Burkholderiales, Pseudomonadales, Enterobacterales y Bacillales. Coincidentemente, los
resultados de este trabajo muestran a estos drdenes como los 5 mas abundantes en las comunidades bacte-
rianas de endosfera de raiz y tallo (Figura 2.3.3c) y podrian ser los taxones que se asocien a los diferentes

grupos genéticos encontrados.

— Respecto a las comunidades portadoras del gen acdS, Bouffaud et al. (2018) identificaron a los princi-
pales taxones que portan este gen en suelo y rizosfera de tomate: ~70% se corresponde al phylum Proteo-
bacteria (géneros Burkholderia/Paraburkholderia, Acidovorax, Pseudomonas, Ralstonia, entre otros) y el res-
tante ~30% al phylum Actinobacteria (géneros Streptomyces, Arthrobacter, Microbacterium, entre otros).
Coincidentemente, todos estos géneros bacterianos también se encontraron en las muestras de suelo y ri-

zosfera de tomate caracterizadas en este trabajo, incluso algunos de ellos también en endosfera de raiz y
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tallo, pudieron formar parte de los taxones que llevan adelante esta funcidon en cada uno de los sitios rele-

vados.

Como se menciond previamente no se observaron diferencias en cuanto a la abundancia, riqueza y diversi-
dad de las comunidades bacterianas del suelo entre ambos establecimientos. Aun asi, los Ultimos resultados
exponen diferencias en los perfiles taxondmicos que habitan cada uno de los suelos, determinados principal-
mente por taxones especificos en cada uno de los sitios y diferencias en las abundancias relativas de los taxo-
nes que comparten ambos suelos (Figura 2.3.3i). Siendo el suelo y su microbiota asociada el principal deter-
minante (aunque no el Unico) de las comunidades de la rizosfera en las plantas (Reinhold-Hurek et al., 2015),
es comprensible que también las comunidades de rizosfera evidencien diferencias entre ambos establecimien-
tos (Figura 2.3.3f). Aun asi, estas diferencias en suelo-rizosfera entre los establecimientos no ocurrieron en la
misma magnitud en suelo (con mayores diferencias entre si, Figura 2.3.3i) que en rizosfera (diferencias menos
marcadas, Figura 2.3.3i), lo cual puede entenderse como el efecto rizosférico del vegetal efectuado mediante
la liberacion de exudados radicales y la contribucidn al intercambio de gases y de nutrientes (Compant et al.,
2019): a pesar de que las plantas crecen en suelos habitados por comunidades bacterianas diferentes, la ma-
yoria de los habitantes mds abundantes de la rizosfera fueron comunes en ambos sitios. No obstante, el efecto
rizosférico no es absolutamente especifico en cuanto a las comunidades bacterianas que atrae al entorno
radical, ya que una misma planta puede variar en las sefiales quimicas que envia a través de sus raices depen-
diendo de su estado fisioldgico. Esto puede determinar que, aunque las plantas de tomate compartan el
mismo genotipo (y por ello gran parte el efecto rizosférico atrajo similares taxones en ambos establecimien-
tos), las caracteristicas diferenciales entre los sitios determinaron que las raices secreten perfiles de exudados
particulares posibilitando la interaccién con taxones especificos de cada sitio. Como ha sido mencionado por
diferentes autores, este efecto regulador del genotipo y la especie vegetal, que comienza débilmente con
sefiales a nivel de rizosfera, aumenta progresivamente hasta su mdaxima expresiéon en los compartimentos
internos vegetales (Reinhold-Hurek et al., 2015). Una vez dentro de la planta, se ha mencionado que los mi-
croorganismos pueden trasladarse via conductos xilematicos entre los distintos 6rganos de la planta (Compant
et al., 2019), un aspecto interesante que podria fundamentar las similitudes entre las comunidades bacteria-
nas de endosfera de raiz y tallo. Mas aun, dependiendo el nivel taxondmico de analisis, se han detectado
ciertas similitudes entre la endosfera de raiz respecto a suelo-rizosfera, permitiendo asignar a la endorizosfera
el rol de conexidn entre los microhabitats subterrdneos y aéreos. La alta similitud tanto en las propiedades
emergentes (detalladas mas arriba) como asi también en la composicién y abundancia relativa de taxones en
las comunidades de endosfera de raiz y tallo de plantas de tomate —a pesar de haber crecido en dos sitios

distintos— ponen de manifiesto esta seleccidn que ejerce el vegetal.
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3.1INTRODUCCION

3.1.1. TECNICAS DEPENDIENTES DE CULTIVO PARA LA BIOPROSPECCION DE PGPB

De acuerdo a lo mencionado en capitulos previos, se puede apreciar la complejidad del estudio de la micro-
biota asociada a las plantas y su entorno. También se destacé la utilidad y el avance de los estudios del micro-
bioma basados en métodos independientes de cultivo, los cuales contribuyen, por ejemplo, a la comprension
de como es la estructura de la microbiota, cdmo pueden modularla ciertos factores o cémo puede influir el
genotipo de la planta sobre su composicién en los diferentes compartimentos de las plantas. Sin embargo, el
enfoque independiente de cultivo también tiene limitaciones, entre otras, que algunas de las bacterias culti-
vables no puedan ser detectadas debido a desajustes de primers, o bien que se sobreestima la diversidad de
ciertos taxones (Youseif et al., 2021). Por otro lado, las técnicas dependientes de cultivo han sido y siguen
siendo necesarias para comprender no solo el papel ecolégico de los microorganismos y su interaccién con las
plantas sino también para la busqueda de microorganismos con potencial aplicacidn biotecnolégica como bio-
insumos a base de PGPB, es decir, para poder realizar estudios de bioprospeccién. Tal como se describié en el
Capitulo 1, los estudios de bioprospeccién bacteriana utilizan un enfoque del tipo bottom-up, el cual se inicia
con el aislamiento a partir de muestras vegetales, la identificacién y caracterizacién como PGPB para su po-
tencial uso en forma individual o combinada, como bioinsumos multiespecie o comunidades sintéticas (Ar-
manbhi et al., 2018). Entre las propiedades que cominmente se evallan en los aislamientos bacterianos que
se pretenden utilizar como bioinsumos agricolas, se encuentran: actividades de promocion del crecimiento
vegetal y biocontrol in vitro e in vivo, resistencia al estrés por desecacion o temperatura o componentes toxi-
cos, resistencia a antibioticos, eficiencia de colonizacidn y rizocompetencia, etc. (Molina Romero et al., 2017).
Estas pruebas se pueden utilizar como criterio de seleccién de las PGPB promisorias, y para ello pueden calcu-
larse ciertos indices (Agaras et al., 2015). Ademas, es necesario evaluar la cinética de crecimiento de los mi-
croorganismos en medios liquidos, asi como la compatibilidad entre cepas si es que se pretende formular un
bioinsumo bacteriano multiespecie, entre otras evaluaciones (Figura 3.1.1a) (Vishwakarma et al., 2020). Esto
significa que mas alla de las caracteristicas como PGPB que pueda tener el microorganismo, la eficiencia de su
respuesta y la posibilidad de su uso como bioinsumo depende de diversos factores, es decir, no hay una co-

rrelacién entre sus capacidades y la respuesta a campo.

Un bioinsumo agricola, puede presentar mas de un efecto en la planta, por ejemplo, puede promover el
desarrollo de la planta y, a su vez, protegerla del ataque de patdgenos. Estos efectos, tal como se menciond
en el Capitulo 1, son el resultado de diferentes mecanismos ejercidos por las PGPB, y algunos de ellos se des-

criben a continuacién.
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Aislamiento de bacterias Evaluacién en condiciones
asociadas a las plantas controladas y de campo

Efecto promotor del crecimiento in vivo

Comportamiento frente a diferentes situaciones
Caracterizacion de rasgos de stress

PGPB Eficiencia de colonizacion

Compatibilidad entre cepas

Mecanismos directos Mecanismos indirectos B R
Fijacién de nitrégeno Produccion de siderdforos
Solubilizacion de fosforo ACC-deaminasa
Produccidn de sideroforos Induccion ISR
Produccion de fitohormonas Moléculas antibidticas Registro, formulacién, y produccic’m

Figura 3.1.1a Esquema de investigacion y desarrollo de un bioinsumo bacteriano a partir de colecciones bacterianas en
estudios de bioprospeccién. Adaptado de Vishwakarma et al., 2020.

3.1.2. PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL: MECANISMOS Y EFECTOS

Las PGPB son capaces de promover el crecimiento vegetal mediante diferentes mecanismos (Glick, 2012):

= Mecanismos directos, involucrados en el crecimiento vegetal. Ponen a disposicion de las raices varios
de los nutrientes presentes en el suelo que, en muchos casos, no se encuentran en formas biodisponibles
para las plantas. Los mas destacados son la fijacidn bioldgica de nitrégeno (FBN), la solubilizacién de fés-

foro, y la produccién de hormonas vegetales responsables de la estimulacion de crecimiento

=  Mecanismos Indirectos, involucrados en reducir el impacto negativo de situaciones de estreses bidti-
cos y abiéticos. Disminuyen/previenen la accién de fitopatdégenos mediante la produccidén de metabolitos
de accidn antagodnica, la competencia por espacio, o por desencadenar la respuesta del sistema inmune
vegetal. También engloba a aquellos mecanismos que incrementan la resistencia natural del vegetal a
diferentes situaciones de estrés. Los mas destacados son la sintesis de metabolitos tales como sideréforos,
y/o antibiédticos, la produccidn de enzimas liticas (quitinasas, glucanasas y proteasas son las principales
enzimas hidroliticas de la pared fungica), metabolitos que inducen la resistencia sistémica (ISR), la regula-

cién de los niveles de etileno en la planta (ACC-deaminasa), entre otros.

Algunos de los mecanismos de promocion del crecimiento vegetal mas relevantes que las PGPB poseen son:

=  Aumento de la biodisponibilidad del fésforo (P) del suelo para las plantas. Dependiendo del tipo de

suelo, se puede decir que entre 50-60% del P corresponde a la fraccidn organica, mientras que el resto se
encuentra en formas inorgdnicas, ya sea formando parte de sales insolubles o bien disuelto en la solucién

del suelo. Las plantas deben absorber el P de la solucién del suelo, donde se encuentra en muy baja
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concentracién, normalmente en niveles que varian entre 5y 30 ppm. Los principales procesos en el ciclo
biogeoquimico del P en el suelo involucran la absorcién por las plantas y su retorno a través de los residuos
vegetales y animales, reacciones de fijacién a las superficies de arcillas y éxidos y el recambio biolégico
dado por procesos de mineralizacion-inmovilizacion y solubilizacién dependientes de la actividad micro-
biana. La liberacidn de fosfatasas —que tienen accién en la mineralizacién del fésforo orgdnico—, y acidos
organicos que actuan en la solubilizacién de compuestos de fésforo insolubles son los mecanismos por
medio de los cuales las PGPB pueden aumentar la biodisponibilidad de P en el suelo para el uso vegetal. Se
han reportado bacterias con la capacidad de aumentar la biodisponibilidad de fésforo en los suelos perte-
necientes a los géneros Pseudomonas, Bacillus, Erwinia, Gluconacetobacter, Burkholderia y Rhizobium, en-
tre otros (Goswami et al., 2016), principalmente por la produccién de acidos organicos que por intercambio

idnico solubilizan los compuestos insolubles de P.

= Incremento de la disponibilidad del nitrégeno (N) a través del proceso de fijacion bioldgica del N

(FBN), en la cual el N; atmosférico se transforma en amonio, una especie que puede ser utilizada por las
plantas. El nitrégeno, uno de los nutrientes mas abundantes de la materia viva cuyo rol es fundamental
para el desarrollo de todos los seres vivos —sintesis proteica, dcidos nucleicos, clorofilay en otras moléculas
de importancia para la célula—, se encuentra en la atmdsfera en un 79% aproximadamente, bajo la forma
de gas diatdomico N, pero el mayor reservorio de N es la litdsfera. La dinamica del N en la biésfera com-
prende principalmente la FBN, la mineralizacién, la nitrificacidn y la desnitrificacion procesos mediados
principalmente por microorganismos presentes en el suelo. El N, en la atmdsfera es muy estable y solo un
pequefio grupo de microorganismos de vida libre, asociados no simbidticos y simbidticos —denominados
diazoétrofos— pueden reducir el N> a amonio (NH4*). Esta reaccidn de alta demanda energética (16 ATP por
cada N), es catalizada por el complejo enzimatico nitrogenasa a temperatura y presidon normales. Los dia-
z6trofos de vida libre viven en el suelo o agua y fijan el N; sin formar estructuras particulares; la mayoria
son bacterias heterétrofas pertenecientes a los géneros: Gluconacetobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azo-
tobacter, Beijerincka, Pseudomonas, Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Paenibacillus y

Stenotrophomonas, entre otros (Baldani et al., 2014).

= Produccion de fitohormonas como auxinas, giberelinas, citoquininas, acido abscisico, entre otras, las

cuales actuan en los procesos metabdlicos vegetales regulando el crecimiento y desarrollo vegetal. Las
distintas hormonas vegetales tienen incidencia en la division y elongacién celular (otorgando plasticidad
de la pared celular para que esta se alargue) tanto del sistema radical como de la parte aérea, pueden
retrasar la senescencia del sistema radical y la absicién de érganos como hojas, flores y frutos, estimulan

la movilizacidn de nutrientes, regulan al proceso de germinacidn, entre otros (Glick, 2014).

— AUXINAS —particularmente acido 3-indol acético (IAA)—. Afecta a procesos bioldgicos vegetales
como la elongacion y division celular, diferenciacion de tejidos y ayuda a la dominancia apical. Al-
rededor del 80% de la flora bacteriana en la rizosfera produce IAA (Goswami et al., 2016). Las plan-
tas bajo el tratamiento a largo plazo de IAA tienen raices muy desarrolladas, lo que a su vez permite

que la planta logre mayor exploracién del suelo y pueda absorber mayor cantidad de agua y
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nutrientes, ayudando al crecimiento general de la planta. Se ha reportado que ciertas bacterias que
habitan en la rizosfera, el rizoplano y los nichos endéfitos pueden producir IAA y mejorar el creci-
miento de las plantas. Se ha reportado produccién de IAA en bacterias de los géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas, Pantoea, Agrobacterium, Erwinia, entre

otros (Goswami et al., 2016).

— GIBERELINAS —(GAs) numeroso grupo de mas de 130 estructuras moleculares diferentes—. Las GAs
influyen en muchos procesos de desarrollo en las plantas superiores, incluida la germinacién de
semillas, el alargamiento del tallo, la floracidn y el cuajado de frutos. Estas fitohormonas se trasla-
dan desde las raices a las partes aéreas de la planta, teniendo un efecto mas notorio cuando se
combina con las auxinas que estimulan el sistema radicular potenciando el aporte de nutrientes
para facilitar el crecimiento en la parte aérea. Se ha reportado produccién de GAs por bacterias
pertenecientes a los géneros Rhizobium, Azospirillum, Acetobacter, Herbaspirillum y Bacillus (Gos-
wami et al., 2016)

— CITOQUININAS. Similar a las auxinas, estimulan la division celular, desarrollo de raices, formacion
de pelos radicales, inhibicidn del alargamiento de raices, iniciacién de brotes y otras respuestas
fisiolégicas como la expansion de las hojas, la produccién de clorofila y el retraso de la senescencia.
Se han encontrado mas de 30 compuestos diferentes de citoquininas promotoras del crecimiento
en plantas y en microorganismos asociados a plantas, probandose en condiciones in vitro que la
mayoria de los microorganismos son capaces de liberar citoquininas en diferentes proporciones
(Amara et al., 2015). Se ha encontrado produccion de citoquininas en bacterias de los géneros Pseu-
domonas, Azospirillum, Bacillus, Proteus, Klebsiella, Escherichia y Xanthomonas (Maheshwari et al.,
2015).

= Produccion de siderdforos, moléculas de bajo peso molecular capaces de quelar reversiblemente al

hierro. Las bacterias productoras de sideréforos intervienen en la salud y el crecimiento de las plantas en
varios niveles: mejoran la nutricidon de hierro —ya que las plantas absorben el complejo hierro-sideréforo—,
e inhiben el crecimiento de otros microorganismos dada la actividad antibidtica de dicha molécula y la

dificultad de ciertos patogenos que no pueden absorber el complejo hierro-sideréforo (Shen et al., 2013).

=  Antagonismo contra patdogenos, tanto a través de la produccidon de enzimas liticas como de la pro-

duccion de moléculas antibioticas. La produccién de enzimas liticas (quitinasas, glucanasas, proteasas, ami-
lasas, lipasas, etc) actia en la degradacion de las paredes celulares de hongos fitopatdgenos y ha sido re-
portada para diversos géneros bacterianos, como Paenibacillus, Streptomyces, Bacillus, Serratia, Enteroba-
cter y Pseudomonas (Goswami et al., 2016). Por otro lado, numerosos metabolitos extracelulares con
efecto antibidtico son capaces de inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos incluso a baja con-
centracion. Bacillus y Pseudomonas son los géneros de PGPB mas estudiados respecto a la produccién de
moléculas de efecto antibidtico, con numerosas formas moleculares producidas a través de diferentes ru-

tas metabdlicas (Chang et al., 2007; Leclere et al., 2005).
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= Fortalecimiento frente al estrés bidtico y abidtico en las plantas, mediante la modulaciéon en los nive-

les de las especies reactivas de oxigeno en la planta (Chun-Juan et al., 2012), la induccidn de la resistencia
sistémica vegetal, regulando el ajuste osmdtico en las células vegetales e interviniendo en los niveles del
etileno —fitohormona asociada al estrés vegetal— (Glick, 2014). Los niveles de etileno incrementan rapida-
mente en planta frente a los estreses abidticos, provocando efectos no deseados como la abscisién y se-
nescencia de érganos vegetales, clorosis, aborto de flores, etc. En la ruta metabdlica por la cual las plantas
producen etileno, el 4cido 1-Aminociclopropano-1- carboxilico (ACC) es un precursor importante. Las PGPB
tienen incidencia en esta ruta metabdlica mediante la produccidn de la enzima ACC-deaminasa, la cual
anula la produccién de esta fitohormona y junto con ello retrasando los efectos negativos sobre el vegetal

(Ali et al., 2012).

Los bioinsumos microbianos entonces pueden funcionar como biofertilizantes, fitoestimulantes y/o biopes-

ticidas, y pueden producir sobre las plantas que los hospedan los siguientes efectos benéficos:

e Aumento en la velocidad de germinacién, de aparicion de primeras hojas
e Aumento del crecimiento/volumen de las raices

e Aumento del tamafio de grano, area foliar, nimero de frutos

e Aumento de los contenidos de clorofila, magnesio, nitrégeno y proteinas
e Tolerancia a la sequia y baja temperatura

e Senescencia retardada de la hoja

e Resistencia a enfermedades

Para que las PGPB puedan ejercer efectos benéficos sobre las plantas, tienen que ser colonizadores eficien-
tes para poder ocupar un determinado nicho ecoldgico. En estas interacciones PGPB-planta esta involucrado
el reconocimiento inicial de sefiales moleculares (quimiotaxis a sustancias presentes en los exudados radica-
les), seguido del movimiento de la bacteria en direcciéon de la planta hospedera, su adhesién a la superficie de
la raiz, la colonizacidn de la superficie y posteriormente el ingreso en el interior de la misma cuando se trata
de PGPB enddfitas (Santoyo et al., 2016). La primera instancia comprende la aproximacion de la bacteria hacia
la planta, los mecanismos de aproximacién espacial pueden ser pasivos, si la bacteria se encuentra en la semi-
lla o en la yema de propagacidn vegetativa, o activos a través del movimiento por atraccidon quimiotdctica o
electrostatica desde la rizosfera hacia la superficie de la raiz (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006). La ad-
hesion bacteriana se puede dar en cualquier parte de la superficie de la raiz, en donde las bacterias puedan
crecer a partir de los exudados radicales, y formar microcolonias, biofilm, agregados, etc. (Angus y Hirsch,
2013). Por ello la capacidad de formacién de biofilm es también una de las caracteristicas que se evaltda du-
rante la caracterizacidon de un potencial bioinsumo a base de PGPB, aunque ésta no sea una caracteristica de
promocién del crecimiento sino de eficiencia de colonizacidon. Una vez establecida la interaccién planta-bac-

teria y colonizado el rizoplano, para lograr posteriormente la entrada a los tejidos internos vegetales muchos
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microorganismos secretan enzimas celulasas y pectinasas Utiles para la degradacion de la pared celular de la

planta (Berendsen et al., 2012).

3.1.3. MICROBIOTA BACTERIANA CULTIVABLE ASOCIADA A PLANTAS DE TOMATE

Hay una considerable informacién sobre estudios dependientes de cultivo en diferentes plantas creciendo
tanto en sistemas naturales como agricolas, principalmente en lo referido a géneros mds cominmente encon-

trados. Algunos resultados de estos estudios informan que:

Anguita-Maeso et al., 2020
e Las bacterias cultivables obtenidas de xilema de plantas de olivo pertenecian a cuatro phylum y los

géneros mas abundantes incluyen Frigoribacterium (18,8%), Methylobacterium (16,4%), y Sphingomonas
(14,6%).

Youseif et al., 2021

e 166 aislados cultivables de la rizosfera de trigo, los cuales fueron muy diversos a nivel de género, con
una alta proporcidn con potencial para actividades de promocidn del crecimiento vegetal para la adquisicién
de nutrientes, como produccion de sideroforos y solubilizacion de P (aprox. el 21 % de los aislados exhibian
multiples caracteristicas como PGPB). La gran mayoria de estos aislamientos se clasificaron dentro de los gé-
neros Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Enterobacter y Sphingomonas, reconocidos por sus efectos bene-

ficiosos sobre el crecimiento y la salud del trigo bajo condiciones controladas y de campo

Riva et al., 2022

e Una gran cantidad de trabajos en los que emplearon muy variados medios para la recuperacién y ais-
lamiento de bacterias enddfitas cultivables a partir de diferentes plantas, fueron analizados. Se encontré que
independientemente de los multiples factores que podrian influir en la diversidad de las bacterias, Bacillus fue
el género mas representado en todas las categorias consideradas (diferentes compartimentos, diferentes me-
dios) con la excepcién de suelo contaminado donde Pseudomonas fue dominante. Especies bacterianas per-
tenecientes a los géneros Bacillus y Pseudomonas han sido reconocidas como importantes promotores del
crecimiento vegetal y también como agentes de biocontrol por producir metabolitos con efecto antagénicoy
también inducir resistencia sistematica en las plantas. En resumen, los géneros bacterianos mas representados
en el conjunto de datos analizados pertenecieron a Gammaproteobacteria (Pseudomonas, Pantoea, Steno-
trophomonas, y Enterobacter), bacilos (Bacillus, Staphylococcus y Paenibacillus) y Actinobacteria (Microbacte-

riumy Curtobacterium).

En lo que respecta a estudios de la microbiota asociada a plantas de tomate, en la Tabla 3.1.3a se muestra

un resumen de algunos de los reportes encontrados de la ultima década:
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Tabla 3.1.3a Resumen de estudios sobre aislamientos bacterianos a partir de plantas de tomate, indicando microhabitat de aislamiento, medio de cultivo empleado, tamafio de la
coleccion, caracterizacion taxondmica y determinaciones en relacidn a actividades de promocion del crecimiento vegetal (PGPB) in vivo e in vitro, y/o antagonismo.

Microhd- Medio Numero .. . o , Taxones
Especie y cultivar bitat Ve- de cul- de aisla- Taxones mds abundantes G ZiP-I-B) UE(E An;;g:;:::)mo PGPB (in Ref
getal tivo mientos ? vivo)
Sclerotium rolfsii,
Taxones con mayor antagonismo Pythium sp., Amare-
Solanum lycopersicum Agar nu- y & Siderdéforos (8), AlA (8), so- Fusarium ox- Bacillus y
Capsicum annuum i tritivo 87 (8): Bacillus (6) lubilizacién de P (4) sporum y Colleto- Serratia san et al.
y&ap Serratia (2) el 2012
trichum
capsici.
Solanum lvcopersicum Se aislaron especificamente Baci- Siderdforos (24%), AIA
cv. Pink Iayd f,cv Red Endos- Agar nu- llus. Principales géneros hallados: (37%), solubilizacién de P XU et al
ch(.err v Je’llo;/v an- fera de tgritivo 84 B. subtilis (64%), B. amyloliquefa-  (37%), fijacién de nitrégeno - B. subtilis 2014 ’
ol: Z"I G'reen carl semilla ciens (23%), B. atrophaeus, B. alti-  (90%), enzima ACC-deami-
gel; cv. P tudinis y B. safensis nasa (6%)
Levan Seleccién de 25 taxones con mayor Rizoctonia solani Abdelialil
Solanum lycopersicum . peptona antagonismo: Bacillus (20), Entero- Siderdforos (20), AlA (20), (28,5%) y Scleroti- . ‘
f Rizosfera 200 . e . . Bacillus et al.
cv. Hildares glucosa bacter (3), Chryseobacterium y Kle- solubilizacién de P (18) nia sclerotiorum
. 2016
agar bsiella (34,5%)
Tripti- . . . , . Pseudo-
Solanum lvcopersicum Endos- ;Zal Pseudomonas (4), Exiguobacterium Sideréforos (40%), AIA Botrytis cinerea ,157::0? Romero
.y P fera de 10 (3), Staphylococcus, Bacillus y Pan- (40%), solubilizacién de P (50%); P. syringae o et al.
cv. Rio Grande . soya Bacillus,
hoja toea (50%) pv. tomato (30%) 2016
agar Pantoea
Bacillus, Mi j h -
] Rizosfera . 11 actius, /crot.)acterlur.n, Chryseo Sideréforos (87%), AlA
Solanum lycopersicum Luria- bacterium, Ensifer . ) Agrobac- Abba-
. (89%), enzima ACC-deami- . .
cv. San Marzano; cv. Endos- Bertani . , , ., - terium, mondi et
. Agrobacterium, Rhizobium, Pseudo-  nasa (83%), produccién de .
Plus Licopene fera de agar 12 . - Bacillus al. 2016
raiz monas, Rhodococcus acidos organicos (73%)
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Tabla 3.1.3a (continuacién) Resumen de estudios sobre aislamientos bacterianos a partir de plantas de tomate, indicando microhabitat de aislamiento, medio de cultivo empleado,
tamafio de la coleccidn, caracterizacion taxondmica y determinaciones en relacion a actividades de promocién del crecimiento vegetal (PGPB) in vivo e in vitro, y/o antagonismo.

Especie y culti- Microhd- Numero Actividad PGPB in vi- Antagonismo Taxones
P y bitat Ve- Medio de cultivo de aisla- Taxones mds abundantes g PGPB (in Ref
var . tro (% de +) (% de +) i
getal mientos vivo)
Solanum lvco- Endos- aL::Ii-uE:c(:irttiigl ?rfiartli- Bacillus (22), Pseudomo- Escherichia coli (32,6%), Ba- Bacillus,
ersicum}::v fera de cafa sova a ar’ meF:jios 49 nas (12), Enterobacter (7),  AlA (8,1%), fijacion de  cillus subtilis (8,1%), Staph-  Rhizobium, Tian et
P . ) , y g. ! Rhizobium (6) Burkholde- N (34,7%) ylococcus aureus (28,6%)y  Pseudomo-  al. 2017
Jiabao raiz selectivos sin fuente . . .
de N ria, Stenotrophomonas. Aspergillus niger (20,4%) nas
I lyco- Bacillus (11), Paenibacill
so an.um yco Endos- - act us. (11), aen/bag us Sideroforos (2), AIA Alternaria alternata, Cory- Bacillus, ,
persicum cv. Tripticasa soya agar, (3), Acinetobacter, Micro- e s .. Lo Lopez et
; fera de . . 41 ] . (10), solubilizacion de nespora cassiicola, Stemp- Paenibaci-
Elpida F1; cv. . agar nutritivo y King B bacterium, Micrococcus, . .. al. 2018
I semilla . P (1) hylium lycopersici llus
Silverio Sphingomonas.
Solanum lyco- Ralstonia (4), Sphingo- Fijacion de N (0%), Sphingomo- .
. Endos- . o . L . . Shaik &
persicum cv. Agar nutritivo y Tripti- monas (4), Kosakonia (2),  produccién de amonio nas, Baci-
. fera de 17 ) 4 . o - . Thomas
Arka Vikas; cv. semilla casa soya agar Sphingobium (2), Micro- (77%), solubilizacion llus, Micro- 5019
Arka Abha coccus (2), Bacillus de P (31%), AIA (0%) coccus
Solan.um lyco- Medios selectivos sin Rh/z.ob/um (3?)' Burkhol- Siderdforos (45%), AIA Rhizobiumy  Zuluaga
persicum cv. . deria (3), Variovorax (3), o
Santa Cruz Rizosfera fuente de N: JMV, 42 pseudomonas (2), Caulo- (52%), solubilizacién - Pseudomo- et al.
IJNFb, NFb, LGI, LGI-P ’ de P (86%) nas 2020

Kada Gigante

bacter,
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Tabla 3.1.3a (continuacién) Resumen de estudios sobre aislamientos bacterianos a partir de plantas de tomate, indicando microhabitat de aislamiento, medio de cultivo empleado,
tamafio de la coleccidn, caracterizacion taxondmica y determinaciones en relacion a actividades de promocién del crecimiento vegetal (PGPB) in vivo e in vitro, y/o antagonismo.

Especie y culti- M:croha- Medio de cul- Num.ero , Actividad PGPB in vitro (% de An.t ago- Taxones PGPB
var bitat Ve- tivo de aisla- Taxones mds abundantes nismo Tinoival) Ref
getal mientos (% de +)
Endosfera 8 Pseudomonas (3), Serratia (3), Ste-
de raiz notrophomonas, Microbacterium
Stenotrophomonas (2), Pseudomo-
Endosfera . . .
Solanum lyco- de tallo Tripticasa soya 7 nas (2), Curtobacterium, Microbac- Lépes et
persicum cv. el- agar, agar nu- terium, Pantoea - - P
ida F1 Endosfera  tritivoy King B al. 2020
P . yfing 4 Pseudomonas (4)
de hojas
Endosfera 5 Staphylococcus (2), Terribacillus,
de frutos Phylobacterium, Acinetobacter
Solanum lyco- Sphingomonas, Pseudomonas, Aci-
. . . Thomas
persicum cv. Enddfitos . netobacter, Methylobacterium, En- .
. . Agar nutritivo 16 ) - - & Shaik
Arka Vikas; cv. de semilla terobacter, Pantoea, Micrococcus, 2021
Arka Abha Rhodococcus, Bacillus
Medio selec-
. . . A . Someya
Solanum lyco- Enddfitos  tivo para Clavi- 50 16 OTUs: Firmicutes (13), Actino- i i ot al
persicum de semilla bacter michi- bacteria (3) 202 1
ganensis
i 5f 70%), AlA 9 Bacillus (2
Solanum lyco- . Bacillus - 28,9%, Microbacterium - Sldgro oros. ( 0%), (35%), Fusarium acillus (2), Flemer
. . Endosfera  Tripticasa soya . enzimas quitinasa (6%) y ACC- Pantoea (1),
persicum cv. Hil- de raiz agar 74 11,8%, Agrobacterium 14,5%, Pae- deaminasa (78%), solubiliza oxysporum Microbacte et al.
dares & nibacillus - 7,9%, Rhizobium- 5,3% » o (3,9%) ; 2022
ciéon de P (41%) rium (2)
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De acuerdo a estos antecedentes se observa que la mayor cantidad de estudios sobre bacterias cultivables
son de semilla de tomate, y esto puede ser debido a la importancia que la transferencia vertical desde la
semilla podria contribuir al uso de las mismas, y luego de rizosfera y rizoendosfera. Un resumen de los resul-

tados que pueden aportar a este trabajo se muestra a continuacién:

Abdeljalil et al. (2016)

e 200 rizobacterias aisladas asociadas al tomate exhibieron una gran diversidad morfolégica y bioqui-
mica. 25 aislados exhibieron la mejor respuesta como agentes de biocontrol y por secuenciacién de los genes
16SrRNAy rpoB se agruparon en 7 especies: B. amyloliquefaciens, B. thuringiensis, B. megaterium, B. subtilis,
E. cloacae, C. jejuense y K. pneumoniae; 20 aislamientos fueron capaces de producir sideréforos, 18 solubili-

zaron fosfato y 19 fueron capaces de sintetizar indol-3- dcido acético (IAA).

Abbamondi et al. (2016)
e 15 aislamientos que se caracterizaron genotipicamente, cinco pertenecen al género Agrobacterium, y
otros a los géneros Microbacterium (2), Bacillus (2), Rhizobium (2), Ensifer (1), Chryseobacterium (1), Pseu-
domonas (1), y Rhodococcus (1). Un alto porcentaje de las cepas aisladas dieron positivo para las siguientes

caracteristicas de PGP: el 73 % pudo producir OA, 89 % IAA, 83 % ACC-deaminasa y 87 % siderdforos.

Tian et al. (2017)

e Losaislamientos fueron agruparon en grupos de los 6rdenes Pseudomonadales, Enterobacterales, Rhi-
zobiales, Burkholderiales y Xanthomonadales, que representan la mayoria de los grupos de proteobacterias
de la raiz del tomate. La mayoria de los aislados endéfitos que presentaron actividades antimicrobianas fue-
ron de los géneros Bacillus y Pseudomonas. Los 18 enddfitos fijadores de nitrégeno fueron principalmente

especies de Bacillus y Rhizobium.

Zuluaga et al. (2020)

e 42 cepas bacterianas fueron obtenidas de rizosfera, después de lo cual fueron categorizados filogené-
ticamente y caracterizados por sus mecanismos bdsicos de PGPB. Todas las cepas pertenecian al phylum
Proteobacteria en las clases Alfaproteobacteria (61% de los aislados), Betaproteobacteria (19% de los aisla-
dos) y Gammaproteobacteria (20% de los aislados), con una distribucién que abarcé nueve géneros, con

predominio del género Rhizobium (58,4% de los aislados).

Lépez et al. (2020)
e En hojas, brotes y raices de plantas de tomate elpida se identificaron Gammaproteobacteria (71%),
Actinobacteria (12,5%), Firmicutes (12,5%) y Alfaproteobacteria (4%), sélo se aislaron Firmicutes de frutos

donde representaban el 60% de la comunidad.

Anzalone et al. (2021)
e 77 bacterias endéfitas cultivables compartieron multiples actividades benéficas, entre ellas habia un

predominio de bacterias en Bacillales, Enterobacterales, y Pseudomonadales. Su actividad antagdnica in vitro
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mostré que las especies de Bacillus fueron significativamente mas activas que otros aislamientos. En cuanto
a la actividad in vivo contra bacterias fitopatdgenas sobresalieron un subconjunto de Bacillus y Pseudomo-
nas. Se encontrd que: (i) el tamafio de la poblacidn bacteriana cultivable en la raiz es mayor en la rizosfera y
en el rizoplano que en el compartimiento de la endosfera; (ii) el sitio del aislamiento (es decir, granja y con-
diciones agricolas) en el compartimiento de la raiz impulsa las caracteristicas fenotipicas de las poblaciones
bacterianas; (iii) las bacterias cultivables eficientes de la endorizosfera de tomate pertenecieron a Bacillales,
Pseudomonadales y Orden Enterobacterales; (iv) las especies de Bacillus fueron significativamente mas efi-
caces en la inhibicidon de patogenos de plantas de tomate in vitro; (v) los resultados preliminares in vivo
mostraron que algunas Pseudomonas vy los aislados de Bacillus de la endorizosfera pudieron proteger a las

plantas de tomate contra ciertas bacterias fitopatdgenas.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, resultd de interés realizar estudios de bioprospeccién de
las bacterias asociadas a plantas de tomate variedad elpida cultivadas en el CHP, mediante la obtencién de
aislamientos bacterianos, su caracterizacidon de acuerdo a sus propiedades de promocién del crecimiento ve-
getal y biocontrol, seguida por la seleccién de aquellos aislamientos que muestren ser buenos candidatos para
su potencial aplicacion como bioinsumos horticolas. A continuacion, se detallan las tareas realizadas, los re-

sultados obtenidos y su analisis.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA EL AISLAMIENTO DE BACTERIAS.

Las muestras utilizadas (N=30) para obtener los aislamientos bacterianos fueron las mismas que las que se
recolectaron de ambos establecimientos en estudio (Descripcién de los sitios de estudio) para la caracteriza-
cion de las comunidades bacterianas mediante técnicas independientes de cultivo: suelo, rizosferay endosfera
de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate por triplicado de ambos sitios en estudio (Toma de muestras). In-
mediatamente luego de la recoleccidn, las muestras se transportaron hacia el Laboratorio de Microorganismos
de Aplicacion en Agricultura (CINDEFI — UNLP/CCT-Conicet La Plata) conservadas a 4°C y se mantuvieron refri-
geradas a esa temperatura hasta su procesamiento. Las diferentes muestras se procesaron como se detalla

en el esquema de la Figura 3.2.1a.

Suelo Rizosfera

Tallo Fruto
\ ] J
Y ; Y
. - y =)
¢ | | ‘/' AL
Suspension Lavado y desinfeccién Macerado con
en H,0d superficial H,0d
1 J
I
.J
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i f \/ \ .4
Diluciones seriadas 1/10 R,A . 48h Obrengil o

aislamientos
bacterianos

Figura 3.2.1a Procesamiento de las muestras para obtencion de aislamientos bacterianos.

- SUELO. De cada una de las muestras compuesta, se tomaron 10 g y se agité a 150 rpm por 40 minutos
en erlenmeyer junto con 100 ml de solucidn fisiolégica con Tween80 0,1% v/v previamente esterilizada.
Luego se realizaron diluciones seriadas (la primera a razén de 1 ml del extracto en 9 ml de solucidn fisiold-
gica y las siguientes utilizando 100 ul de la dilucién anterior en 900 pl de solucién fisioldgica). Se plaqued
por duplicado 100 ul de las varias diluciones en placa de petri con medio de cultivo especifico para aisla-

miento de heterdtrofos.

- RIZOSFERA. El suelo rizosférico, obtenido mediante agitacién de las raices en el interior de bolsas es-

tériles, se procesé como se describié previamente para el suelo, con la diferencia de que se utilizaron 3 g
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de suelo rizosférico. Se plaqued por duplicado 100 pl de varias diluciones seriadas en placas de petri con

medio de cultivo especifico para aislamiento de heterétrofos.

- RAIZ. Luego de extraer la rizosfera, las raices se lavaron enérgicamente con solucién fisioldgica con
tween80 0,1% v/v y se desinfectaron superficialmente con NaClO (46g/L) al 15% v/v, en agitacion a 150
rpm durante 30 minutos, para eliminar las poblaciones bacterianas superficiales y quedarnos Unicamente
con las poblaciones bacterianas endéfitas. Luego de la desinfeccidn superficial se lavaron las raices 3 veces
con agua destilada estéril para eliminar los restos de desinfectante. Las raices desinfectadas superficial-
mente se cortaron en pequeiios trozos con un bisturi desinfectado para luego macerar en mortero desin-
fectado diferentes porciones representativas de raices, afiadiendo 2 ml de agua destilada para resuspender
el macerado (Figura 3.2.1b). Con el macerado obtenido se realizan diluciones seriadas y se plaqued por
duplicado 100 ul del extracto sin diluir y de varias diluciones en placas de petri con medio de cultivo espe-

cifico para aislamiento de heterétrofos.

- TALLO. Los trozos de tallos fueron seleccionados teniendo en cuenta tres porciones a lo largo de la
planta: una porcién basal, una medial y otra apical. De cada seccidon se cortaron dos trozos de 3 cm.
Los tallos se sometieron a un lavado con solucidn fisioldgica con tween80 0,1% v/v, agitandose ma-
nualmente por 30 segundos en frascos estériles. Luego se realizé la desinfeccidn superficial de los
mismos con NaClO (46 g/L) al 15% v/v en agitacién a 150 rpm por 8 minutos. Posteriormente se reali-
zaron 3 lavados con agua destilada estéril para remover los restos de desinfectante. Luego de la de-
sinfeccion superficial, los tallos se rasparon superficialmente con bisturi desinfectado y se cortaron en
pequefias porciones para facilitar el macerado de los mismos en mortero desinfectado (Figura 3.2.1b).
Para la re suspensién del macerado se utilizaron 2 ml de agua destilada estéril. Se plaquearon por
duplicado 100 pl del extracto sin diluir y varias diluciones en placas de petri con medio de cultivo

especifico para aislamiento de heterdtrofos.

- FRUTO. Dos frutos de cada planta fueron lavados con solucion fisioldgica con tween80 0,1% v/v estéril
y luego desinfectados superficialmente mediante el rociado de etanol 70% en tres oportunidades, espe-
rando 3 minutos entre cada momento. Luego de un posterior lavado a la desinfeccidn, se le quito la epi-
dermis del fruto con un bisturi desinfectado y se realizé el macerado de una porcién de cada fruto procu-
rando incluir desde la parte mas externa hacia el centro, agregando 1 ml de agua destilada estéril (Figura
3.2.1c). Se plaqued por duplicado el macerado sin diluir y diluciones seriadas en placa de petri con medio

de cultivo para heterétrofos.
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Procesamiento de raices Procesamiento de tallos

Figura 3.2.1b Fotografias del proceso de desinfeccién superficial y macerado de raices y tallo para aislamiento de
bacterias enddfitas.

Figura 3.2.1c Fotografias del proceso de desinfeccion superficial y macerado de fruto para aislamiento de bacterias
enddfitas.

En la bibliografia consultada respecto al aislamiento bacteriano a partir de variadas especies vegetales se
determiné que los medios de cultivo que mayormente se emplean para tal fin son el agar nutritivo (AN), el
Luria Bertani (LB) y el Tripticasa agar soya (TSA) (Tabla 3.1.3a). En base a distintas pruebas previas, simulando
el aislamiento de bacterias a partir de diferentes muestras de plantas de tomate, se decidié emplear el medio
de cultivo R;A (Reasoner y Geldreich, 1985) (detallado en Tabla 7.1a, en el ANEXO C: Medios de cultivo) para

realizar los aislamientos bacterianos definitivos, ya que fue donde se observé mayor nimero y diversidad de
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colonias bacterianas. Este medio de cultivo complejo, muy utilizado para aislamientos de heterdtrofos dada
su amplia variedad de fuentes de carbono y nitrégeno en su composicidn, asi como la presencia de diferentes
vitaminas y aminoacidos, fue empleado para el aislamiento, crecimiento y mantenimiento de los aislamientos

bacterianos de la coleccion.

Estas pruebas previas también permitieron conocer aproximadamente el recuento poblacional de los dis-
tintos microhabitats para saber hasta donde realizar las diluciones seriadas y cuales aproximadamente hay
que sembrar en las placas para obtener un recuento adecuado. Para cada muestra (N=30) se sembraron 3
diluciones, utilizando dos placas para cada uno de los extremos y 3 placas a la dilucién central, totalizando 7

placas por muestra.

Todas las placas de petri sembradas se llevaron a estufa a 30°C donde se incubaron en oscuridad por 48
horas para luego realizar el conteo de colonias y el calculo de las unidades formadoras de colonia por gramo

de muestra (UFC g) y el posterior aislamiento de las mismas.

3.2.1.1 Procedimiento de obtencion de aislamientos bacterianos endofitos

Para la obtencién de aislamientos bacterianos endéfitos a partir de los distintos drganos vegetales de to-
mate, las muestras de vegetal se desinfectaron superficialmente con NaClO, con el objetivo de eliminar todos
los microorganismos que habitan la superficie y quedarnos con aquellos presentes en los tejidos internos de

los distintos érganos.

- Control de desinfeccidn superficial

Se utilizé el agua del ultimo lavado de los distintos érganos vegetales para verificar la ausencia de microor-
ganismos en su superficie. Se plaquearon 100 ul del agua del ultimo lavado de los distintos tejidos en placas
de petri con medio de cultivo R;A y también se realizé el apoyo y rolado de los tejidos luego de la desinfeccion
superficial sobre placas de petri con el mismo medio de cultivo. Las placas de petri se cultivaron en oscuridad

a 30°C durante 72h para luego verificar la presencia/ausencia de colonias bacterianas.

3.2.2. RECUENTO POBLACIONAL, AISLAMIENTO DE BACTERIAS Y MANTENIMIENTO DE LA
COLECCION

A partir de las placas de petri donde se sembraron las diluciones de las distintas muestras obtenidas de cada
uno de los establecimientos en estudio se realizd el calculo de unidades formadoras de colonia (UFC) por

gramo de muestra, utilizando la siguiente férmula:
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_, _ n°colonias x 10 ™ #Huciones x yolymen inicial
UFCg =

peso muestra

Los datos de recuento poblacional (N=30) se analizaron estadisticamente a través de un ANAVA bifactorial
(Factor Microhdbitat con 5 niveles [suelo, rizosfera, y endosfera de raiz, tallo y fruto]; Factor Establecimiento
con 2 niveles [Viento Norte S.A. y Productor Mario]) con un 95% de confianza y se utilizé el test de Tukey
(a=0,05) cuando fue necesario para realizar la comparacién de medias. El software utilizado para estos andlisis

fue el Infostat v.2020 (di Rienzo et al., 2020).

Empleando las mismas placas de petri, se identificaron macroscépicamente diferentes morfotipos de colo-
nias bacterianas en base a la apariencia, color, borde, brillo, forma, etc., con el objetivo de aislar la mayor
diversidad bacteriana posible presente en cada microhabitat (suelo, rizosfera, y endosfera de raiz, tallo y
fruto). Para esto, se agruparon las placas de petri por microhabitat y en base a caracterizacion visual de los
morfotipos se fueron seleccionando todas las colonias bacterianas que presentaban caracteristicas distintivas
respecto al resto, descartando el aislamiento de morfotipos en apariencia similares que puedan haber crecido

en una placa distinta correspondiente a dicho microhabitat.

Cada morfotipo, se identificod con letras y nimeros indicando tipo de muestra, sitio de aislamiento y numero

de morfotipo, empleando el siguiente criterio:

Aislamiento
VN (7
Tipo de muestra Establecimiento N° de morfotipo
S —Suelo VN - viento Norte
Rh - Rizosfera M - Productor Mario

R - Endosfera de raiz
T — Endosfera de tallo

F — Endosfera de fruto

Los distintos morfotipos se re-aislaron mediante la técnica de agotamiento en estria separandose en colo-
nias aisladas del mismo morfotipo, a partir de las cuales se guardaron por duplicado en medio de cultivo R2A
con glicerol 20% v/v a -80°C (Figura 3.2.2a). Los repiques para su posterior caracterizacién y su uso en distintos

ensayos se realizaron en placas de petri con medio de cultivo R;A.
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Figura 3.2.2a Método de seleccion y aislamiento de morfotipos bacterianos, y mantenimiento de la colecciéon de
aislamientos seleccionados.

3.2.3. ASIGNACION TAXONOMICA Y ANALISIS FILOGENETICO DE AISLAMIENTOS BACTERIA-
NOS ENDOFITOS

Debido al gran numero de aislamientos bacterianos de la coleccion y el particular interés en aquellos obte-
nidos del interior del vegetal, se identificaron taxondmicamente solo los aislamientos bacterianos enddfitos.
La identificacidon taxondmica se realizd6 mediante secuenciacidn parcial del gen ARNr 16S y comparacion de los

resultados con la base de datos del NCBI.

Para esto, se realizaron extracciones de ADN bacteriano a partir de una colonia aislada para cada uno de los

aislamientos obtenidos de endosfera de raiz, tallo y fruto, mediante el siguiente protocolo:

1. Tomar con ansa una colonia aislada crecida durante 48h en placa de petri y depositarla en un tubo limpio

y estéril.

2. Agregar 500 pl de NaCl 1M, agitar en vértex durante 30 seg, centrifugar por 2 min y descartar el sobre-

nadante. Repetir esta secuencia de pasos 3 veces.

3. Agregar 1 ml de agua bidestilada estéril, agitar en vortex durante 30 seg y centrifugar durante 2 min.

Descartar el sobrenadante.
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4. Agregar 200 ul de agua bidestilada estéril y agitar en vortex durante 30 seg. Poner en bafio de agua a
100°C durante 6-7 min. Centrifugar durante 2 min y pasar el sobrenadante (con el ADN bacteriano) a un nuevo

tubo limpio y estéril. Guardar a -20°C hasta su uso.

Se controld la calidad del ADN obtenido como se describié previamente para las extracciones de ADN me-
tagendémico (ver Control de calidad en extracciones de ADN). Las extracciones de ADN se enviaron a secuenciar
a Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur), utilizando los primers 27F — 907R para amplificar en sentido forward la
region V3-V7 del gen ARNr 16S. Los datos de secuenciacion se procesaron con el programa bioinformatico ApE
v3.1.3 (Davis & Jorgensen, 2022) para evaluar la calidad de la secuenciacion. Las secuencias obtenidas se con-
trastaron con la base de datos del NCBI mediante la herramienta BLAST N para determinar a qué grupo taxo-

ndmico bacteriano se asemeja con un mayor porcentaje de identidad.

Para el andlisis filogenético de los aislamientos endéfitos, se descargaron de la base de datos del GenBank
del NCBI las secuencias del gen 16S ARNr de las especies tipo que presentaron mayor porcentaje de similitud
con los aislamientos. Se construyd un arbol filogenético por el método de maxima similitud agrupando todos

los aislamientos bacterianos enddfitos de la coleccidn, siguiendo los pasos mencionados a continuacion:

1. Se realizo el alineamiento y el analisis de secuencias utilizando el Software Geneious v2023.0.4 (Bioma-
tters Ltd.; http://www.geneious.com, Kearse et al. 2012). Las secuencias se alinearon usando los para-

metros por defecto del algoritmo ClustalWw.

2. Para la construccién del arbol filogenético se utilizé el método Neighbor-Joining con 1000 bootstrap

para evaluar la solidez estadistica de los nodos.

3.2.4. CARACTERIZACION DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS RESPECTO A SU POTENCIAL
DE COLONIZACION VEGETAL.

Los aislamientos bacterianos de la coleccidn se caracterizacion mediante ensayos in vitro especificos para
determinar la capacidad potencial de colonizar drganos vegetales a través de la produccion de enzimas liticas
involucradas en la colonizacion vegetal y la capacidad de formar biofilm. Posteriormente, a fin de comparar la
capacidad potencial de los distintos aislamientos para colonizar érganos vegetales, se asignaron valores nu-
méricos a la caracterizacion enzimatica (calculo del indice de caracterizacion enzimdtica de colonizacion -
ICEC) y a la formacién de biofilm (Bf), para calcular el indice de Colonizacion Vegetal (ICV) que involucra ambas

caracterizaciones.
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3.2.4.1 Caracterizacion de enzimas liticas asociadas a la colonizacion vegetal y cdlculo de ICEC

Se realizaron ensayos in vitro en placas de petri con medios de cultivo especificos para determinar en los
diferentes aislamientos la produccidn cualitativa de dos enzimas liticas extracelulares involucradas en meca-
nismos de colonizacién vegetal. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado, obteniéndose un re-
sultado positivo/negativo para cada determinacion, los cuales se utilizaron para el calculo del indice de Carac-

terizacion Enzimadtica de Colonizacion (ICEC).

- Determinacion de celulasas

Estas enzimas hidrolizan las moléculas de celulosa a unidades de glucosa. Teather & Wood (1982) descri-
bieron una técnica para determinar la presencia de estas enzimas empleando carboximetilcelulosa (CMC)
como sustrato, la cual tiene la cualidad de absorber el colorante Rojo Congo entre sus largas cadenas de poli-
sacaridos. Para la determinacién se utilizé un medio de cultivo (detallado en el ANEXO C: Medios de cultivo,
Tabla 7.1b) conteniendo CMC como fuente de carbono, el cual se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15
minutos y se vertid en placas de petri estériles. Se inocularon los distintos aislamientos bacterianos en las
placas, por duplicado, y se incubaron en oscuridad a 30°C durante 5 dias. Finalmente, para obtener los resul-
tados de la determinacion se reveld la placa mediante el agregado de Rojo Congo 0,1% p/v, una vez absorbido
completamente se lavé con NaCl 1M, y por ultimo se disminuyd el pH mediante el agregado de acido acético
0,5% v/v. Se consideré como bacteria productora de celulasas (resultado positivo) a aquellas que mostraron
un halo decolorado alrededor de su colonia; el resultado negativo por el contrario se observé en aquellas
bacterias donde la CMC no fue degradada y absorbio el colorante Rojo Congo y el medio de cultivo se tornd

de color rojizo.

- Determinacion de pectinasas

Son enzimas responsables de la hidrdlisis de la pectina, principal componente responsable de cementar las
células vegetales y posibilitar la estructuracién. Para la determinacidn se utilizé un medio de cultivo (detallado
en el ANEXO C: Medios de cultivo, Tabla 7.1c) con pectina como fuente de carbono, el cual se esterilizd en
autoclave a 121°C durante 15 minutos y se dispuso en placas de petri. Las placas se inocularon con los dife-
rentes aislamientos bacterianos y se incubaron en oscuridad a 30°C durante 5 dias. Luego de este periodo, las
placas se revelan mediante el agregado de solucién de iodo/ioduro (I2/I'=1 gde |, + 6 g de IK + 330 ml de
agua). El lodo reacciona con la pectina del medio de cultivo formando un complejo de color café. El resultado
positivo se evidencia mediante una zona decolorada alrededor de la colonia de aquellos aislamientos bacte-

rianos que producen y liberan extracelularmente estas enzimas.
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- Cdlculo del indice de caracterizacion enzimdtica de colonizacion - ICEC

Con los resultados de los ensayos cualitativos de caracterizacidon enzimatica con implicancias en la coloni-
zacién vegetal se calculd el indice de Caracterizacién Enzimdtica de Colonizacion (ICEC) para cada aislamiento

bacteriano, utilizando la siguiente ecuacidn:

Donde:

a representa el resultado (negativo = 0; positivo = 1) del aislamiento j para la caracterizacion enzimatica k (celulasa/pec-
tinasa).

n representa el nimero de actividades enzimaticas determinadas (Si el aislamiento no crecié en el medio de cultivo de la
determinacidn en placa, se considera como no evaluado y no contribuye al valor de n).

3.2.4.2 Determinacion de formacidn de biofilm en placas multipocillo

Para evaluar la capacidad de formacidn de biofilm de los diferentes aislamientos se realizaron ensayos en
placas estériles de poliestireno de 96 pocillos, utilizando medio de cultivo R,A, donde se hicieron crecer y luego
se cuantificé el biofilm formado por la técnica de Cristal Violeta (CV) (O'Toole, 2011). El protocolo de la deter-

minacion se describe a continuacion:

1. Preparacién del indculo: cada aislamiento se crecié en medio de cultivo liquido R;A en oscuridad a 30°C
y en agitacion a 150rpm por 48 h. Se midié la densidad éptica (DO) del cultivo a 590 nm y se realizaron las

diluciones correspondientes para obtener un inéculo ajustado a una DOsgonm = 1.

2. En placas multipocillo, se emplearon 3 pocillos por cada aislamiento. En cada pocillo se utilizé un volumen
de 160 pul de medio de cultivo R;A y 40 ul de indculo, de forma que la densidad dptica inicial de dicho pocillo
fuera de 0,2 con un volumen final de 200 pl. Paralelamente se sembraron por triplicado 200 pl de medio de

cultivo sin indculo para ser utilizados como blanco en las mediciones y como control de esterilidad del ensayo.

3. Las placas se incubaron estaticas por 48 horas en oscuridad a 302C en cdmara himeda. Luego de 48 horas
se midi6 la densidad 6ptica final del cultivo mediante un espectrofotdmetro a longitud de onda de 590 nmy

se procedié a realizar el lavado de la placa y el revelado del biofilm mediante tincién con cristal violeta.

143


http://www.doi.org/10.3791/2437

Capitulo 3 Caracterizacion y seleccion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal aisladas
MATERIALES Y METODOS de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate

4. El cultivo se descarta cuidadosamente y se realizan tres lavados con agua destilada estéril para deshacer-

nos de las células plancténicas que no estén formando parte del biofilm.

5. Se agregan 200 pl de una solucién de cristal violeta 0,1% y se deja actuar por 15 minutos. Posteriormente
se descarta el contenido y se lava 3 veces cada pocillo con agua destilada estéril. Se deja secar a temperatura

ambiente por 10 min.

6. Se eluye el cristal violeta de las células bacterianas que conforman el biofilm agregando a cada pocillo

200 pl de etanol 95% v/v y dejando reposar a temperatura ambiente por 10 minutos.

7. Se mide la absorbancia del colorante eluido a una longitud de onda de 590 nm.

Las medidas de absorbancia obtenidas se analizaron segun los criterios propuestos por Stepanovic y cola-
boradores (2007), calculando los rangos entre los cuales podemos caracterizar a los diferentes aislamientos
en base a su capacidad de formacién de biofilm. Para esto se calculd el valor de DO de referencia (DO.) a partir
del promedio de absorbancia de los pocillos control sumado tres veces el desvio estdndar de dichos datos
control. Con la DO, se establecié el siguiente orden y se asignd el valor numérico que toma dicha caracteriza-

cioén (Bf):
NO FORMADOR (-): Absorbancia promedio menor a DO.. Valor Bf = 0.
POBRE FORMADOR (+): Absorbancia promedio entre DO,y 2*DO.. Valor Bf = 0,25.
MODERADO FORMADOR (++): Absorbancia promedio entre 2*DO. y 4*DO.. Valor Bf = 0,5.
MUY BUEN FORMADOR (+++): Absorbancia promedio entre 4*DO.y 6*DO.. Valor Bf = 0,75.

FUERTE FORMADOR (++++): Absorbancia promedio mayor a 6*DO.. Valor Bf = 1.

3.2.4.3 Cdlculo del indice de colonizacién vegetal - ICV

Con la caracterizacion de enzimas relacionadas con la colonizacién vegetal celulasa y pectinasa (ICEC) y la
capacidad de formar biofilm (Bf) se calculd un indice de colonizacion vegetal (ICV) para los distintos aislamien-

tos, el cual refiere a la capacidad potencial de cada cepa para colonizar distintos drganos vegetales.
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ICEC; + Bf;
— J J
IC V] =
Donde:

ICEC representa el indice de caracterizacién enzimatica relacionado a la colonizacién

Bf representa el valor numérico obtenido en la caracterizacién respecto a la formacién de biofilm.

El ICV toma valores entre 0y 1: valores cercanos al cero indican ausencia de enzimas liticas involucradas en
la colonizacién vegetal y pobre o nula capacidad de formar biofilm. Por el contrario, valores cercanos a 1 de-

notan presencia de celulasas/pectinasas y alta capacidad de formar biofilm.

3.2.5. CARACTERIZACION DE AISLAMIENTOS BACTERIANOS RESPECTO A SU POTENCIAL AN-
TAGONISMO CONTRA HONGOS FITOPATOGENOS

Los aislamientos bacterianos de la coleccidn se caracterizacién mediante ensayos in vitro especificos para
determinar cualitativamente la capacidad de liberar al medio enzimas liticas que puedan intervenir en inter-
acciones antagonistas bacteria-fitopatdgeno. También se realizaron diferentes ensayos en placa con cultivo
duales para determinar cuali-cuantitativamente su efecto antagonista contra 3 hongos fitopatdgenos: Alter-
naria alternata #25031 de la coleccion del Instituto de Investigacion Microbiologia y Zoologia Agricola (IMyZA),
y Botrytis cinerea LPSC-8, Fusarium oxysporum LPSC-1017, y Sclerotinia sclerotiorum LPS-28138, gentilmente
cedidos por el Instituto de Botanica Carlos Spegazzini (La Plata, Argentina). En base a estas caracterizaciones
se calcularon distintos indices de potencial antagonismo que permitieran seleccionar aquellos aislamientos

con mejores aptitudes antagonistas para ser utilizados en posteriores ensayos in vivo en plantas de lechuga.

3.2.5.1 Determinacion de enzimas liticas de efecto antagonista. Cdlculo de indice ICEA.

Se realizaron ensayos in vitro en placas de petri con medios de cultivo especificos para determinar cualita-
tivamente en los aislamientos bacterianos la produccién de diferentes enzimas liticas extracelulares involu-
cradas en interacciones antagonistas (Tariq et al., 2017). Todas las determinaciones se realizaron por dupli-
cado, obteniéndose un resultado positivo/negativo para cada determinacion, los cuales se utilizaron para el

célculo del indice de Caracterizacién Enzimdtica Antagonista (ICEA).
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- Determinacion de proteasas

También llamadas peptidasas, son enzimas que hidrolizan los enlaces peptidicos presentes en las proteinas.
En esta determinacion se utilizé un medio de cultivo descripto por Dunne et al. (1997) compuesto por 50 g I
de leche descremada en polvo y 10 g I'* de agar con pH final de 7,0, el cual se esterilizd en autoclave a 121°C
por 15 minutos. Las bacterias se inocularon en placas de petri con este medio de cultivo y los resultados se
obtuvieron luego de incubar las placas en oscuridad a 30°C durante 48 horas. Se consideraron como bacterias
con actividad proteasa positiva aquellas que evidenciaron un halo transparente alrededor de su colonia, indi-
cando la liberacion extracelular de estas enzimas que degradaron la caseina (principal proteina presente en la
leche). Por el contrario, un resultado negativo se atribuyé a la no formacidn del halo transparente circundante

a la colonia bacteriana.

- Determinacion de quitinasas

Estas enzimas son las encargadas de hidrolizar la quitina, un polimero de cadena larga con enlaces B-1,4 de
N-acetilglucosamina. Para la determinacion de aislamientos bacterianos capaces de producir quitinasa extra-
celular se utilizé quitina coloidal como fuente de carbono en el medio de cultivo (detallado en Anexo C: Medios
de cultivo, Tabla 7.1d), el cual se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 minutos y se dispuso en placas de
petri. Las placas se inocularon con los aislamientos bacterianos y se incubaron en oscuridad a 30°C durante 5
dias. La presencia de purpura de bromocresol a pH 4,7 en el medio de cultivo provoca que éste tome un color
amarillo. El metabolismo asociado a la hidrélisis de la quitina provoca un aumento en el pH del medio de
cultivo haciendo que el color del medio de cultivo vire a purpura, evidenciando colorimétricamente los aisla-

mientos bacterianos capaces de hidrolizar la quitina (Shimahara y Takiguchi, 1988).

- Determinacion de lipasas

Las lipasas catalizan la hidrdlisis de acilgliceroles de cadena larga. Para su determinacion se utilizé el medio
de cultivo descripto por Samad et al. (1989) (detallado en ANEXO C: Medios de cultivo, Tabla 7.1e), el cual se
esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 min y se dispuso en placas de petri. Las placas se inocularon con los
diferentes aislamientos bacterianos y se incubaron en oscuridad a 30°C durante 5 dias. Los microorganismos
considerados como positivos seran capaces de hidrolizar el Tween 80 y se evidenciard alrededor de su colonia
un precipitado oscuro notorio a simple vista (monooleato de calcio), debido a la combinacién del Ca*? presente

en el medio de cultivo y los acidos grasos producto de la actividad de la enzima lipasa.
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- Determinacion de amilasas

Son enzimas responsables de hidrolizar los hidratos de carbono. Para la determinacion se utilizé el protocolo
descripto por Deb et al. (2013). El medio de cultivo (detallado en ANEXO C: Medios de cultivo, Tabla 7.1f) se
esterilizéd en autoclave a 121°C por 15 min y se dispuso en placas de petri. Los aislamientos bacterianos se
inocularon en las placas con dicho medio de cultivo y se incubaron en oscuridad a 30°C durante 72 horas.
Luego de este periodo, las placas se revelan mediante el agregado de solucidon de I,/I" (la misma que se empled
para la determinacién de celulasas). El lodo reacciona con el almidén del medio de cultivo, intercaldndose en
su estructura helicoidal formando un complejo de color azul intenso. El resultado positivo se evidencia me-
diante una zona incolora alrededor de la colonia de crecimiento de aquellos aislamientos bacterianos que

producen y liberan extracelularmente estas enzimas.

- Cdlculo del indice de caracterizacion enzimdtica de antagonismo — ICEA.

Con los resultados de los ensayos cualitativos sobre la caracterizacién de proteasas, quitinasas, lipasas y
amilasas se calculé el indice de Caracterizacion Enzimdtica Antagonista (ICEA) para cada aislamiento bacte-
riano, utilizando la siguiente expresion matematica:

a.
ICEA; = 2%k
n

Donde:

a representa el resultado (negativo = 0; positivo = 1) del aislamiento j para la caracterizacion enzimatica k.

n representa el nimero de actividades enzimaticas determinadas (Si el aislamiento no crecié en el medio de cultivo de la
determinacidn en placa, se considera como no evaluado y no contribuye al valor de n).

3.2.5.2 Ensayos in vitro de antagonismo contra hongos fitopatogenos. Cdlculo de indices PICR e
IPA.

Para evaluar la capacidad antagdnica de los aislamientos bacterianos frente a hongos fitopatégenos se rea-
lizaron ensayos duales in vitro segun la metodologia descrita por Mokhtar & Dehimat (2015), con algunas
modificaciones. Los hongos fitopatégenos utilizados fueron Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum, y Sclerotinia sclerotiorum, de aqui en mas denominados por las siglas Aa, Bc, Fo y Ss, respectiva-

mente.
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- Screening inicial: ENSAYOS DUALES 4 vs 1

En primer lugar, se realizaron ensayos en placa enfrentando 4 aislamientos bacterianos a cada hongo fito-
patégeno a modo de screening, para identificar potenciales aislamientos con efecto antagonista (Figura
3.2.5a). Se utilizaron placas de petri con medio de cultivo Agar Papa Glucosado Britania®, donde se inocularon
los distintos aislamientos bacterianos de 24h de crecimiento utilizando un ansa en anilla y el patégeno a partir
de un disco miceliar de 8 mm de diametro con micelio desarrollado de 7 dias. Placas inoculadas solo con el
patégeno se utilizaron como controles. Se realizaron placas por duplicado y se incubaron en oscuridad a 30°C
las placas con Aa y Fo; y a 24°C las placas de Bc y Ss. Los resultados se observaron cuando el patédgeno en la
placa control completé el crecimiento en toda la placa, lo que demord 7 dias en Ag, Bc, y Fo; y 10 dias en Ss.
Los aislamientos bacterianos se consideraron antagonistas positivos cuando se evidencid la detencion del cre-
cimiento del hongo en la zona de interaccidon hongo-bacteria. Se consideré como resultado negativo el creci-
miento del hongo similar al control o bien en caso de tomar contacto con la bacteria, observandose creci-

miento o no por encima de la misma (Figura 3.2.5a).

Inoculacion Resultados
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Figura 3.2.5a Esquema de inoculacién de placas y lectura de resultados positivos y negativos en ensayos 4 vs 1 para
evaluacion de antagonismo de los aislamientos bacterianos contra hongos fitopatdgenos.

- ENSAYOS DUALES 1 vs 1y cdlculo de PICR

Los aislamientos con resultado positivo en los ensayos 4 vs 1 fueron utilizados para realizar ensayos en placa
en cultivos duales 1 vs 1 contra cada hongo que se evidencié antagonismo positivo. El protocolo del ensayo
fue el mismo que el descripto previamente para los ensayos 4 vs 1, pero con el arreglo espacial en la placa

distanciando al hongo de la bacteria por 5cm entre si (Figura 3.2.5b). Las placas inoculadas solo con el
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patégeno se utilizaron como controles. Se realizaron placas por duplicados y se incubaron en las condiciones
y tiempos descripto previamente para cada hongo. Los resultados se observaron cuando el patégeno en la

placa control alcanzd los 5 cm que lo separan de la bacteria.
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Figura 3.2.5b Esquema de inoculacidn de placas y lectura de resultados en ensayos 1 vs 1 para evaluacién de antagonismo
de los aislamientos bacterianos contra hongos fitopatégenos.

Al final del ensayo se midié el halo de crecimiento radial del patégeno (H;) (Figura 3.2.5b) en todas las placas
de cultivo dual y controles (Hi control = 50 mm), desde el centro del disco miceliar utilizado como indculo
hasta el borde de la colonia del hongo en direccién perpendicular a la inoculacién de la bacteria. Se calculd el
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de cada aislamiento bacteriano para cada hongo fito-

patégeno ensayado empleando la siguiente ecuacion:

Hi control — Hij

H i control

Hijz Crecimiento radial del hongo fitopatdgeno i desde el centro del disco de indculo hasta el borde de crecimiento en
direccién hacia la bacteria j. Hi control = 50 mm.
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Se calculd un PICR para cada aislamiento bacteriano j respecto a cada hongo i, considerando la existencia
de actividad antagonista cuando se inhibié el crecimiento radial del fitopatégeno en al menos un 20%
(PICR=0,2) respecto al control. Para el calculo se utilizaron las medidas de halos promedio (Hi) de los ensayos
in vitro 1 vs 1. El indice PICR varia entre 0 (antagonismo negativo o nulo) y 1 (maximo nivel de inhibicién del

crecimiento del patégeno).

- Cdlculo de indice de potencial antagonismo - IPA

Como indice resumen de la caracterizacidn enzimatica relacionada a antagonismo y los ensayos duales in
vitro de los aislamientos bacterianos de la coleccion contra los 4 hongos fitopatégenos ensayados se calculd
el indice de Potencial Antagonista (IPA). Este indice es particular para cada aislamiento y combina los resul-
tados de las dos caracterizaciones realizadas in vitro sobre antagonismo contra hongos fitopatdgenos, ponde-
rando el ensayo de antagonismo en placa por brindar resultados de interaccién especifica. El indice varia entre
0 (sin actividad enzimatica de antagonismo y sin inhibicién del crecimiento radial contra los hongos testeados)
y 1 (maxima actividad enzimatica de antagonismo y maxima inhibicién del crecimiento radial contra todos los

hongos testeados).

ICEA+ (2 X PICRypom)
2

IPA; =

ICEA;: indice de caracterizacidén enzimatica de antagonismo del aislamiento j.

PICRprom: Porcentaje de Inhibicidn Radial promedio del aislamiento j.

3.2.5.3 Cdlculo de indice de potencial biocontrol — IPB.

Combinando los resultados del indice de colonizacién vegetal (ICV) y los resultados del potencial antago-
nismo (IPA), se calculé el indice de Potencial Biocontrol (IPB) para cada aislamiento bacteriano de la coleccién

empleando la siguiente ecuacion:

ICV; +IPA;

IPB; = -
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Este indice se utilizd para realizar la comparacién del potencial biocontrolador de cada aislamiento bacte-
riano de la coleccién y a partir de ello, realizar la seleccidn de los mdas promisorios para continuar con los

ensayos de enfrentamientos bacteria-fitopatdgeno sobre plantas.

- Andlisis multivariado de indices de actividad antagonista

La estadistica multivariada es usada para comparar, agrupar y/o clasificar ciertas observaciones en funcién
de varias variables (Balzarini et al., 2008). Tomando los valores de indices ICV, ICEA, PICR para cada fitopaté-
geno, e IPB de todos los aislamientos bacterianos de la coleccidn, se realizé un analisis multivariado mediante
el andlisis de componentes principales (PCA). Los resultados del PCA se graficaron en un biplot, el cual permite
visualizar tanto las observaciones (individuales o agrupadas en base a algun criterio de clasificacién), asi como
el comportamiento de las variables originales en base a los componentes principales (CP) calculados. El soft-

ware utilizado para estos analisis fue el Infostat v.2020 (di Rienzo et al., 2020).

- Criterio de Seleccion de aislamientos bacterianos con potencial biocontrol

Para seleccionar los aislamientos bacterianos con potencial para biocontrol se utilizaron los siguientes cri-

terios:

—> Seleccién de 5 antagonistas especificos para cada uno de los hongos fitopatdgenos ensayados a partir

del indice PICR, tomdandose los de mayor valor de PICR. Estos antagonistas especificos seran utilizados

Unicamente en los ensayos contra dicho hongo fitopatégeno.

—> Seleccién de 5 biocontroladores generales a partir del IPB, tomandose los de mayor valor de IPB. Estos

biocontroladores generales serdn utilizados en los ensayos contra todos los hongos fitopatdgenos.

3.2.5.4 Inhibicion de la germinacidn de conidios de hongos fitopatdgenos

Los aislamientos seleccionados como antagonistas especificos y biocontroladores generales se caracteriza-
ron en ensayos in vitro en relaciéon a su capacidad para inhibir la germinacién de conidios de los 4 hongos
fitopatdgenos empleados en ensayos anteriores: Alternaria alternata #25031, Botrytis cinerea LPSC-8, Fusa-
rium oxysporum LPSC-1017, y Sclerotinia sclerotiorum LPS-28138. El procedimiento para llevar a cabo los dis-

tintos ensayos fue el siguiente:
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1. Obtencidn de suspension de conidios: A partir del crecimiento de cada hongo en placas de petri con medio

de cultivo PDA durante 7-10 dias (dependiendo de cada hongo, lo que tardé en completar la placa), se resus-
penden los conidios generados en el cultivo sélido agregando 25ml de solucidn fisiolégica con Tween80 0,1%
v/v previamente esterilizada y agitando con buzo magnético. Se cuentan los conidios por ml de cada suspen-

sion en camara de Neubauer.

2. Preparacion de indculos bacterianos con potencial efecto antagonista: Se prepararon cultivos liquidos de

cada aislamiento seleccionado, haciendo crecer cada uno en erlenmeyer con medio de cultivo R;A durante
48h a 30°C con agitacidn constante a 150rpm. Se caracterizd cada cultivo midiendo el pH resultante y reali-
zando un recuento para determinar el nimero de UFC mI? (diluciones seriadas del cultivo y plagueo en medio

de cultivo RA).

En los 4 experimentos (uno por cada hongo) se siguid el mismo protocolo: por triplicado para cada trata-
miento, se utilizaron frascos de 15 ml (previamente esterilizados y con tapdn de algoddn para permitir la oxi-
genacién) donde se mezclaron partes iguales (2,5 ml) de agua destilada, suspension de conidios y cultivo bac-
teriano. En el tratamiento CONTROL (Unicamente los conidios del hongo) se utilizé agua destilada estéril en
vez de cultivo bacteriano. Los frascos se mantuvieron en oscuridad a 24°Cy se realizd el recuento de conidios
germinados a las 24h, 48h, 72h y 168h, empleando un microscopio con aumento 40X. Se considera un conidio

germinado cuando se observa un tubo germinativo de igual o mayor tamafio que el conidio sin germinar.

Los datos de cada experimento se analizaron estadisticamente mediante un ANAVA bifactorial (factor ais-
lamiento con tantos niveles como aislamientos seleccionados para cada fitopatégeno; Factor tiempo con 4
niveles [24h, 48h, 72h y 168h]), aplicando el Test de Tukey en caso necesario para realizar la comparacion de

medias (a=0,05). El software utilizado para estos andlisis fue el Infostat v.2020 (di Rienzo et al., 2020).

3.2.5.5 Ensayos de biocontrol in vivo en germinacion de semillas de lechuga

Se determind el efecto negativo de cada hongo fitopatégeno (utilizados en ensayos previos) en el proceso
de germinacién de semillas de lechuga var. sagess (seleccionada por ser una especie vegetal mas susceptible
a las enfermedades fungicas, de germinacion mas rapida y de menor costo que las semillas de tomate), con el
objetivo de posteriormente comprobar el efecto biocontrolador de los aislamientos bacterianos selecciona-

dos.

Para llevar a cabo los distintos ensayos se obtuvieron las suspensiones de conidios de cada hongo fitopato-
geno y se prepararon los indculos bacterianos de los aislamientos seleccionados como biocontroladores, tal
como se describié anteriormente para los ensayos de inhibicién de la germinacién de conidios. Luego del en-
sayo de germinacién de conidios, se seleccionaron los que mayor inhibicién mostraron a la germinacion de los

conidios de los fitopatdgenos.
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En los 4 experimentos (uno por cada hongo fitopatdgeno) se llevd a cabo el mismo protocolo:

1. Se desinfectaron superficialmente semillas de lechuga var. sagess: se lavaron 3 veces con agua destilada
con tween80 0,1% v/v previamente esterilizado por 2 minutos en agitacién manual, luego desinfectadas su-
perficialmente con NaClO (46 g I'!) 20% v/v durante 10 minutos con agitacién manual cada 2 minutos y 3

lavados posteriores con agua destilada estéril por 2 minutos en agitacién manual.

2. Luego del lavado y la desinfeccidn superficial, las semillas se inocularon con el hongo fitopatdgeno por
inmersion en la suspension de conidios durante 20 min con agitacién manual cada 5 min. Se descarté la sus-
pensidn de conidios y sin dejar desecar la superficie de las semillas se procedié con la inoculacién de las bac-

terias seleccionadas como biocontroladoras.

3. Se inoculd cada tratamiento con las distintas bacterias antagonistas seleccionadas, mediante inmersion
en los cultivos bacterianos durante 20 min con agitacion manual cada 5 min. Luego de este tiempo, se descarté

el cultivo bacteriano, y sin dejar desecar la superficie de las semillas se procedié con el dltimo paso.

4. Por duplicado para cada tratamiento, las semillas se acomodaron en placas de petri con papel de filtro y
se mantuvieron humedas durante 5 dias en cdmara de crecimiento con condiciones controladas (24°C y foto-
periodo 14h luz/8h oscuridad).

La evaluacién del ensayo consistio en la determinacidn del porcentaje de germinacion, y la cuantificacion
de la incidencia (% de plantulas afectadas) y severidad de la enfermedad (evaluando 4 categorias: 1-plantulas
sanas; 2-plantulas cloréticas: con algun signo de clorosis; 3-plantulas necréticas: con alguin signo de necrosis;

4-plantulas muertas: mas del 50% de necrosis en cotiledones/raiz).

Los datos generados se analizaron estadisticamente mediante un ANAVA monofactorial (factor: aislamien-
tos, con tantos niveles como aislamientos seleccionados para cada fitopatdgeno), aplicando el Test de Tukey
(a=0,05) para comparar las medias de los tratamientos. El software utilizado para estos andlisis fue el Infostat
v.2020 (di Rienzo et al., 2020).

3.2.6. CARACTERIZACION DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS RESPECTO A MECANISMOS
DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Los distintos aislamientos bacterianos de la coleccidn se caracterizacion mediante ensayos in vitro especifi-
cos para determinar la capacidad de solubilizar fosfatos insolubles, producir sideréforos, producir auxinas (fi-
tohormonas) y/o fijar bioldgicamente el nitrogeno atmosférico. Con estos resultados se calcularon indices
para comparar y seleccionar entre los distintos aislamientos a los mds promisorios que puedan actuar como

promotores del crecimiento vegetal para continuar posteriormente con ensayos in vivo.
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3.2.6.1 Determinacion cuali-cuantitativa de solubilizacion de formas insolubles de fésforo

La determinacidén cualitativa in vitro para identificar aquellos aislamientos bacterianos capaces de solubili-
zar compuestos insolubles de fésforo se hizo en placas de petri por duplicado para cada aislamiento, utilizando
el medio de cultivo denominado NBRIP, con fosfato tricalcico Cas(PO4)> (Nautiyal, 1999). Este medio de cultivo
(detallado en ANEXO C: Medios de cultivo, Tabla 7.13g) se visualiza blanquecino debido al fosfato tricélcico
precipitado. Los diferentes aislamientos se inocularon en cada placa con un ansa en punta a partir de un cre-
cimiento en medio de cultivo R,A sélido y se mantuvieron en oscuridad a 30°C durante 5 dias. Se considerd
como resultado positivo a aquellos aislamientos que evidencien la formaciéon de un halo transparente alrede-
dor de su colonia, lo cual significa la solubilizacién del Cas(P04)2 blanquecino. Por el contrario, se considerd un
resultado negativo aquellos sin presencia de halo transparente. Los resultados positivos se diferenciaron vi-

sualmente en 3 categorias (Figura 3.4.6a):
“+”: halo de solubilizacién coincidente con el halo de crecimiento de la colonia.
“++”: halo de solubilizacidon poco mayor al halo de crecimiento de la colonia.

“+++”: halo de solubilizacion mucho mayor al halo de crecimiento de la colonia.

Aquellos aislamientos con resultado “++” y “+++” se seleccionaron para realizar los ensayos cuantitativos

in vitro en placa, utilizando el mismo medio de cultivo. Para estos ensayos, se procedid de la siguiente forma
(Figura 3.2.6a):

1. Obtencion de cultivos liguidos. Se cultivaron los aislamientos seleccionados en medio de cultivo RA li-

quido en erlenmeyers durante 48 horas a 30°C y agitacién a 150 rpm.

2. Ajuste de la densidad dptica (DO). Se normalizaron todos los cultivos a una DO de 0,2. Para esto se midio

en espectrofotdmetro a longitud de onda de 560 nm la DO del cultivo de 48. Posteriormente se centrifugd y

se resuspendiod en el volumen calculado de solucidn fisiolégica segun la ecuacion

Voliniciat X DOjniciat = VOlfinar X DOfina

3. Inoculacion de las placas de petri. Se inoculd una gota de 20 pl de cada aislamiento en el centro de una

placa de petri (por duplicado).
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4. Incubacion y lectura de resultados. Las placas se incubaron en oscuridad a 30°C por 120 h. Luego, se
confirmé la presencia de un halo de solubilizacion alrededor de la colonia y se midid en cada placa el diametro

de la colonia (Dc) y el didametro del halo de solubilizacidn (Da).

Cultivode 48h del aislamiento Ajuste de la Densidad Optica e inoculacién Lectura de Resultados
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Figura 3.2.6a Determinacién cuali-cuantitativa de la capacidad de solubilizar fuente de fésforo insoluble.

Con el objetivo de comparar la capacidad solubilizadora de los diferentes aislamientos se calculd la Eficien-

cia de Solubilizacién de Fésforo Insoluble (ESFI) (modificado de Cisneros et al., 2017) en medio sélido, de

acuerdo con la expresion:

Donde

Dc : didametro de la colonia (mm). Promedio de los duplicados.

Dp : didametro del halo de solubilizacién (mm). Promedio de los duplicados.

A Los aislamientos bacterianos con determinacién cualitativa “+” se les asignd un valor de ESFI = 0,10.

El indice ESFI determina cuan grande es el halo solubilizador en referencia al crecimiento de su colonia,
pudiendo obtener valores mayores que 1 en bacterias con gran capacidad de solubilizar fésforo. Para norma-

lizar este indice a un rango entre 0-1, se calculd el indice de solubilizacién de fésforo (I1SolP):
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ESFI maxima

3.2.6.2 Determinacion de produccion de sideroforos

Se realizé la determinacidén cualitativa in vitro de la produccion de sideréforos para cada uno de los aisla-
mientos de la coleccién por medio de la técnica de la bicapa en placas de petri (Pérez-Miranda et al., 2007).
Esta técnica consistié en hacer crecer los diferentes aislamientos en medio de cultivo R.A durante 48h en
oscuridad a 30°C. Luego de este tiempo, se vertié un segundo preparado (la bicapa, preparacion descripta en
ANEXO C: Medios de Cultivo) sobre las placas con los aislamientos ya crecidos y se dejo reposar durante 30

min.

Finalizado este tiempo, se obtuvieron los resultados del ensayo: la bicapa, originalmente de color azulado,
cambiara a color amarillento alrededor de aquellos aislamientos que han liberado sideréforos en la zona cer-
cana a su colonia (Figura 3.2.6b), los cuales se identificaran como positivos para esta actividad y se diferencia-
ran por el tamafio del halo en ‘+, “++’ y ‘+++’, tomando los valores 0,33, 0,66 y 1 para cada categoria respecti-
vamente. Por el contrario, si no se observa este cambio de color el resultado se toma como negativo ‘-’ y

numéricamente el valor es 0.

9

j 5 }(; Repiques "o ﬁ\\
D \\\ b, de 48h . . 1/ y 3
et - Bicap2 )
v 3 o | o
' 30°c T° ambiente r

P I e & 1
30min \&:
SSlEREa Aislamientos
: bacterianos crecidos o -
Placa con medio Resultado del
de cultivo R,A screening cualitativo

Figura 3.2.6b determinacion cualitativa de la capacidad de producir sideréforos.
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3.2.6.3 Determinacion de la capacidad de Fijacion Bioldgica del nitrogeno atmosférico

Se realizd la determinacién in vitro de la capacidad de FBN indirectamente a través de la deteccion de cre-
cimiento microbiano (halo de crecimiento) en medios de cultivo semisdlidos sin contenido de fuente nitroge-
nada: LGl y NFb (Baldani et al., 2014) (la composicién de los medios de cultivo se detallan en Tabla 7.1h y Tabla
7.1i del ANEXO C: Medios de Cultivo). Esta determinacidn se realizé Unicamente en bacterias enddfitas (aque-

llas aisladas de endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate de ambos establecimientos en estudio).

Los medios de cultivo LGl y NFb semisélidos, se depositaron en frascos de 20 ml con tapones de algoddn
gue permitan la oxigenacion. Cada uno de los aislamientos por duplicado, se inocularon con un ansa en punta
en cada frasco conteniendo los distintos medios de cultivo semisélido y se incubd en oscuridad a 30°C durante
10 dias (Figura 3.2.6c). Luego de este tiempo registraron los resultados: se considerd resultado positivo a
aquellos aislamientos capaces de formar una pelicula de crecimiento en los viales en al menos uno de los
medios de cultivo utilizados, asignando el valor 1 al indice FBN. Por el contrario, aquellos aislamientos que no
mostraron una pelicula de crecimiento en ninguno de los medios de cultivos utilizados se consideraron nega-

tivos ‘-’ sin actividad de fijacién bioldgica del nitrégeno, siendo FBN = 0.

Inoculacién de frascos Lectura de Resultados

< == RN = N
5 7 dias
| S LGI ‘ ‘

Repiques de 48h Frascos con medios de cultivo Resultado del screening cualitativo

Figura 3.2.6¢ Determinacion cualitativa de la capacidad de fijar biolégicamente el nitrégeno atmosférico.

3.2.6.4 Determinacion de aislamientos productores de fitohormonas de tipo auxinicas

La determinacién de auxinas in vitro se realizé utilizando una técnica colorimétrica en la cual se utiliza el
reactivo de Salkowski'®, el cual en contacto con indoles se torna en un color rosa cuya intensidad depende de

la concentracion de indoles en la muestra (Figura 3.2.6d) (Asghar et al., 2002).

152 ml de FeCl3.6H20 0,5M + 98 ml de HClO4 35%.
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Figura 3.2.6d Determinacion cualitativa de la capacidad de producir fitohormonas de tipo auxinicas.

Los aislamientos bacterianos se crecieron en medio de cultivo DF con el agregado de L-triptofano (precursor
guimico en la ruta metabdlica de produccién de indoles), ajustando una DO inicial de 0,2 (la composicion del
medio de cultivo se detalla en Tabla 7.1j del ANEXO C: Medios de Cultivo). Los cultivos se mantuvieron en
oscuridad a 30°Cy en agitacion a 150 rpm durante 48h. Se tomaron muestras de 1 ml de cultivoalas24 hya
las 48 h y se centrifugaron a 8000 rpm durante 3min. El sobrenadante se utilizd para mezclar por triplicado y
en partes iguales con el reactivo de Salkowsky en placas multipocillo, dejando reaccionar durante 30 min en
oscuridad. Luego de este tiempo, se midié en espectrofotometro a una longitud de onda de 590 nm para
determinar el contenido de auxinas en la muestra (Figura 3.2.6d). En cada placa multipocillo se incluyeron

blancos (medio de cultivo DF + reactivo de Salkowsky) para determinar una lectura control (DO control).

Aplicando similar criterio para la medida del biofilm con cristal violeta, los resultados de produccion de

auxinas se clasificaron en 4 categorias:
NEGATIVO (-): Absorbancia promedio menor a DO controt. Valor AUX = 0.
POBRE PRODUCTOR (+): Absorbancia promedio entre DO,y 1,5*DO.. Valor AUX = 0,33.
MODERADO PRODUCTOR (++): Absorbancia promedio entre 1,5¥*DO. y 3*DO.. Valor AUX = 0,67.

MUY PRODUCTOR (+++): Absorbancia promedio mayor a 3*DO.. Valor AUX = 1,0.
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3.2.6.5 Cdlculo del Indices de mecanismos de promocidn del crecimiento vegetal (IMPCV) y de
potencial promocion del crecimiento vegetal (IPPCV). Seleccion de aislamientos
promisorios.

Se calculd un indice de mecanismos de promocion del crecimiento vegetal (IMPCV) que permitiéo comparar
los diferentes aislamientos (j) entre si en base a las caracteristicas de promocién de crecimiento vegetal eva-

luadas in vitro.

El calculo del IMPCV se realizé utilizando la siguiente ecuacion:

ISolP; + SID; + FBN; + AUX;
4

IMPCV; =

Donde:

ISolP; representa el valor del indice de solubilizacién de fosforo del aislamiento j.
SIDjrepresenta el resultado de la caracterizacion de produccion de sideréforos del aislamiento j.
FBN;representa el resultado de la caracterizacidn sobre la fijacidn bioldgica del nitrégeno del aislamiento j.

AUXjrepresenta el resultado de la caracterizacion respecto a la produccidn de auxinas del aislamiento j.

Ademas, se calculé un indice de potencial promocion del crecimiento vegetal (IPPCV) que permitié compa-
rar los diferentes aislamientos (j) entre si en base a sus caracteristicas para colonizar y promover el crecimiento
vegetal con el fin de seleccionar aquellos aislamientos mas promisorios para continuar con la caracterizacion.
La construccién de este indice otorga un mayor peso a las actividades de promocién del crecimiento vegetal

en su calculo.
El calculo del IPPCV se realizd utilizando la siguiente ecuacién:

ICV; + (2 * IMPCV})
2

IPPCV; =

Donde:

ICV; representa el indice de colonizacién vegetal del aislamiento j.

IMPCV;representa el indice de mecanismos de promocion del crecimiento vegetal del aislamiento j.
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- Andlisis multivariado de indices de actividad antagonista

Tomando los valores de ICV, ISolP, SID, FBN, AUX e IPPCV de todos los aislamientos bacterianos de la co-
leccidn, se realizd un analisis multivariado mediante el andlisis de componentes principales (PCA). Los resulta-
dos del PCA se graficaron en un biplot, el cual permite visualizar tanto las observaciones (individuales o agru-
padas en base a algun criterio de clasificacion), asi como el comportamiento de las variables originales en base
a los componentes principales (CP) calculados. El software utilizado para estos analisis fue el Infostat v.2020

(di Rienzo et al., 2020).

- Seleccion de aislamientos bacterianos con potenciales caracteristicas promotoras del creci-

miento vegetal

Para continuar con los ensayos de promocién del crecimiento in vivo, se seleccionaron los 10 aislamientos
bacterianos con mayor valor IMPCV y de IPPCV, los cuales representan a los mds promisorios segun las carac-

teristicas evaluadas para ser utilizados como bioinsumos en cultivos horticolas.

3.2.7. EVALUACION DEL EFECTO PROMOTOR DEL CRECIMIENTO VEGETAL EN PLANTAS DE
LECHUGA Y TOMATE

Los 10 aislamientos bacterianos seleccionados se utilizaron como inoculante experimental para evaluar su
potencial efecto promotor del crecimiento vegetal in vivo sobre plantas de lechuga y tomate, en diferentes

etapas del cultivo y diferentes condiciones productivas.

3.2.7.1 Ensayos en plantas de lechuga y tomate en etapa de plantin.

La etapa de plantin transcurre desde la siembra hasta el momento previo al trasplante al lugar definitivo
donde crecera el cultivo (ya sea a campo o en invernaculo). En el cultivo de lechuga, el plantin se encuentra
listo para ser trasplantado cuando cuenta con 4 hojas (20-30 dias desde la siembra dependiendo de las condi-
ciones ambientales, variedades, etc); en el cultivo de tomate, esto sucede cuando el tallo adquiere el grosor

de 6-8mm (30-40 dias desde la siembra dependiendo de las condiciones ambientales, variedades, etc).

Los ensayos de promocidn del crecimiento en etapa de plantin (Figura 3.2.7a) se llevaron a cabo en condi-

ciones de crecimiento controladas (cdmara de cultivo con temperatura y fotoperiodo controlados: 24°C y 8h
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luz/16h oscuridad) en cultivo de lechuga y tomate; y en condiciones de crecimiento productivo a nivel comer-

cial en cultivo de lechuga. En ambos casos, se siguieron los pasos que se describen a continuacién:

1. Obtencidn de los cultivos bacterianos e inoculantes experimentales. Los 10 aislamientos bacterianos se-

leccionados se crecieron en medio de cultivo R;A liquido en oscuridad a 30°C y agitaciéon a 150rpm durante
48h. Se realizé el recuento de UFC ml™! mediante la técnica de recuento en placa y se midié el pH del cultivo
bacteriano resultante. Los inoculantes experimentales se obtuvieron realizando una dilucién 1:2 de los cultivos

bacterianos.

2. Siembra e inoculacidn. Se utilizaron semillas de lechuga var. sagess y lechuga var. emilia, y semillas de

tomate var. elpida, sin desinfeccién superficial. La siembra se realizé en bandejas multicelda (4 bandejas con
40 celdas por cada uno de los 11 tratamientos —Control + 10 aislamientos bacterianos—, N = 44) rellenas con
sustrato comercial (Growmix multipro de Terrafertil® en los ensayos en cdmara de cultivo y Klasmann T3 en
vivero horticola comercial), inoculandose a razén de 0,1 ml de inoculante experimental cada 1 ml de sustrato
(bandejas para lechuga 15 ml celda™ de sustrato; bandejas para tomate: 25 ml celda™). En el tratamiento con-
trol (sin inoculante experimental) se afiadid el mismo volumen de medio de cultivo R,A previamente esterili-

zado.

3. Crecimiento de los plantines. Se mantuvieron regados manteniendo el sustrato a capacidad de campo

durante todo el ensayo. Los ensayos en condiciones controladas, a los 15 dias se regaron con solucién nutritiva
Hoagland para crecimiento de plantas (Composicidn detallada en Tabla 7.1k del ANEXO C: Medio de Cultivos)
arazén de 1y 2 mlcelda™® paralos plantines de lechuga y tomate, respectivamente. Los ensayos en condiciones
productivas comerciales se llevaron adelante empleando el esquema productivo que cominmente lleva la

plantinera.

4. Evaluacion del experimento. Cuando los plantines alcanzaron el desarrollo para ser trasplantados se eva-

lué la acumulacién de biomasa en los plantines de los distintos tratamientos, discriminando entre el sistema
radical y la parte aérea. Para esto, se sacaron 10 plantines al azar de cada una de las bandejas de crecimiento
(4 bandejas por cada tratamiento, N = 44) y se lavaron las raices para descartar la totalidad del sustrato de-
jando las raices limpias. Posteriormente se separd el sistema radical de la parte aérea al nivel de cuello de la
planta y se depositaron separadamente en sobres de papel (conteniendo cada sobre las 10 raices y las 10
partes aéreas para generar un mayor peso y que tenga un menor error la determinacion) que fueron llevados
a estufa de desecacion (60°C, hasta peso constante. También se midié el area foliar de las dos primeras hojas
en plantines de lechuga y tomate mediante el registro fotografico y cuantificacion con el software Image J

v1.53e (Rueden et al., 2017).

5. Andlisis estadistico. Se aplicé a los datos de biomasa seca y area foliar (N=44) un ANAVA monofactorial

(factor inoculacién con 11 niveles: control sin inocular + 10 inoculantes experimentales) y el Test de Dunnett
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(a=0,05) para comparacién de las medias de los tratamientos inoculados respecto al control sin inocular. El

software utilizado para estos analisis fue el Infostat v.2020 (di Rienzo et al., 2020).
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Figura 3.2.7a Esquema general de los ensayos de promocién del crecimiento vegetal en etapa de plantin en cultivo de
lechuga y tomate y su continuacion a ensayos en etapa productiva.

3.2.7.2 Ensayos en plantas de lechuga y tomate en etapa productiva

Los ensayos en etapa productiva se llevaron a cabo en invernaculos de la Chacra Experimental Gorina (Mi-
nisterio de Desarrollo Agrario, Provincia de Buenos Aires), ubicada en el CHP (-34.914597, -58.038621).

Previo al trasplante de los cultivos se tomaron muestras representativas del suelo de ambos invernaculos

para realizar un analisis de las propiedades quimicas de dichos suelos.

Los plantines de lechuga var. sagess, lechuga var. emilia, y tomate var. elpida que se trasplantaron a los
invernaculos se inocularon a la siembra con los mismos inoculantes experimentales descriptos previamente,
los cuales se obtuvieron tal como se describid en los ensayos de promocion del crecimiento en etapa de plan-
tin. Cuando los plantines alcanzaron un desarrollo apto para ser llevados al terreno definitivo se reinocularon
previo al trasplante a razéon de 2 y 4 ml por plantin para lechuga y tomate, respectivamente, (bandejas para
lechuga 15 ml celda™ de sustrato; bandejas para tomate: 25 ml celda™) poniendo el volumen total en un reci-

piente y dejando la bandeja con plantines dentro durante toda la noche de forma tal que el sustrato de los
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plantines absorbiera por capilaridad todo el inoculante experimental. Posteriormente, se procedié con el tras-
plante a terreno definitivo en invernaculo, cuyo disefo del experimento, arreglo espacial y evaluacién del

ensayo se detallan a continuacién para cada uno de los cultivos:

- Ensayo en cultivo de lechuga

Se realizaron dos ensayos en cultivo de lechuga empleando dos variedades diferentes: lechuga var. sagess,
cuyos plantines se cultivaron en condiciones controladas de laboratorio; y lechuga var. emilia, cuyos plantines
se cultivaron en condiciones productivas comerciales de plantinera. Los ensayos se llevaron a cabo como se

describe a continuacion:

1. Disefio experimental. Los plantines de lechuga se dispusieron segun un disefio experimental de bloques

completos aleatorizados: se utilizaron 5 surcos (factor de bloqueo) de 32 m con separacién de 1,0 m entre si,
repartiendo aleatoriamente en cada uno de los surcos los 11 tratamientos (CONTROL + 10 aislamientos bac-
terianos * 5 surcos = N = 55 parcelas). Cada tratamiento se ubicd en una parcela de 2,5 m dejando bordes de
plantas de lechuga sin inocular en los extremos de cada surco, con marco de plantacion en tresbolillo a 25 cm

(8 plantas m™, 20 plantas por parcela).

2. Mantenimiento del cultivo y labores culturales. Las plantas se mantuvieron con riego por goteo, sin ferti-

lizacidn durante todo el ciclo de cultivo y sin aplicacién de insecticidas/fungicidas. Solo se realizaron labores
de carpido para mantener libre de malezas el cultivo y un seguimiento de las poblaciones plaga y del estado

sanitario del cultivo.

3. Evaluacidn del experimento. Se registré el peso comercial por planta promedio de cada una de las parcelas

(N=55), cosechando y pesando inmediatamente 5 plantas parcela™ seleccionadas aleatoriamente (evitando

cosechar las plantas de los bordes).

4. Andlisis estadistico. Se aplicé a los datos (N=55) un ANAVA (a=0,05) monofactorial (factor inoculacion con

11 niveles) con bloque (5 surcos), utilizando el Test de Dunnett (a=0,05) para comparacion de las medias de
los tratamientos inoculados respecto al control sin inocular en caso de ser necesario. El software utilizado para

estos analisis fue el Infostat v.2020 (di Rienzo et al., 2020).

- Ensayos en cultivo de tomate

Se realizd un Unico ensayo en cultivo de tomate var. elpida, empleando plantines que se cultivaron en con-
diciones controladas de laboratorio y se trasplantaron a invernaculo siguiendo los pasos que se describen a

continuacion:
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1. Disefio experimental. Los plantines de tomate se dispusieron segun un disefio experimental de bloques

completos aleatorizados: se utilizaron 5 surcos (factor de bloqueo) de 50 m con separacién de 1,10 m entre si,
repartiendo aleatoriamente en cada uno de los surcos los 11 tratamientos (CONTROL + 10 aislamientos bac-
terianos * 5 surcos = N = 55 parcelas). Cada tratamiento se ubicé en una parcela de 4 m dejando bordes con
plantas de tomate sin inocular en los extremos de cada surco, utilizando un marco de plantacién en linea a 45

cm (2,2 plantas m, 9 plantas parcela™).

2. Mantenimiento del cultivo y labores culturales. Las plantas se mantuvieron con riego por goteo, sin ferti-

lizacidon durante todo el ciclo de cultivo y sin aplicacién de insecticidas/fungicidas. Se realizaron labores de
carpido para mantener libre de malezas el cultivo, tutorado de las plantas con sistema de colgado con hilo
plano, desbrote durante todo el ciclo de cultivo y deshoje en las etapas finales del cultivo. También se realizé

el seguimiento de las poblaciones plaga y del estado sanitario del cultivo.

3. Evaluacion del experimento. Para la evaluacidn, de cada parcela se seleccionaron 3 plantas (evitando las

dos plantas de los extremos de las parcelas, y seleccionando las 3 plantas centrales alternadas) que se marca-
ron y se evaluaron individualmente, para luego al final del ensayo obtener un promedio de las 3 plantas por
parcela. Los datos que se recolectaron fueron N° de frutos planta™, peso de los frutos (g), y rendimiento total
por planta (kg planta™). Para esto, se realizaron cosechas semanales durante 8 semanas consecutivas, llegando

a cosechar desde la primera hasta la 6ta corona.

4. Andlisis estadistico. Para cada variable determinada, se aplicé a los datos (N=55) un ANAVA (a=0,05)

monofactorial (factor inoculacién con 11 niveles) con bloque (5 surcos), utilizando el Test de Dunnett (a=0,05)
para comparacion de las medias de los tratamientos inoculados respecto al control sin inocular en caso de ser

necesario. El software utilizado para estos andlisis fue el Infostat v.2020 (di Rienzo et al., 2020).

3.2.8. APROXIMACION AL NIVEL TAXONOMICO ESPECIE DE AISLAMIENTOS CON MEJORES
RESULTADOS EN ENSAYOS IN VIVO

Se construyeron arboles filogenéticos con el objetivo de aproximar la asignacion taxondmica de especie en
los aislamientos bacterianos del género Bacillus y Pseudomonas seleccionados por sus resultados en los ensa-

yos in vitro e in vivo.

3.2.8.1 Aproximacion a las especies del género Bacillus y Pseudomonas

Se realizd una busqueda por el buscador Nucleotide de la base de datos del NCBI de secuencias del gen
ARNr 16S de todas las especies de Bacillus, y se cred un archivo con las secuencias de especies distintas en-
contradas (144 especies del género Bacillus). De igual modo se procedid con el género Pseudomonas, obte-

niéndose un archivo con 281 secuencias del gen ARNr 16S.
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Con esta base de datos de secuencias de Bacillus y Pseudomonas, se realizé el alineamiento separadamente
para cada género (ClustalW) incluyendo las secuencias de los aislamientos seleccionados y posteriormente se
construyeron dos arboles filogenéticos por el método Neighbor-Joining con 1000 bootstrap utilizando el Soft-

ware Geneious v2023.0.4 (Biomatters Ltd.; http://www.geneious.com, Kearse et al. 2012).
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3.3 RESULTADOS

3.3.1. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS, CONTROL DE DESINFECCION Y RECUENTOS BACTE-
RIANOS.

A partir de las muestras de suelo, rizosfera, raiz, tallo y fruto de plantas de tomate fue posible obtener
satisfactoriamente un gran niumero y diversidad de colonias bacterianas en las distintas placas con medio de
cultivo para heterétrofos. La desinfeccidn superficial de drganos vegetales fue satisfactoria ya que en ninguno
de los casos se observd crecimiento bacteriano, lo que evidencia que los crecimientos bacterianos observados
como resultado del macerado y plaqueo de estas muestras vegetales provienen del interior de dichos érganos,

considerando que son bacterias enddfitas.

El recuento poblacional bacteriano (en UFC g!) promedio para las 3 réplicas de cada una de las muestras
para ambos sitios evaluados se muestra en la Figura 3.3.1a. Los resultados de recuento poblacional detallados
para cada una de las muestras procesadas para la obtencidn de aislamientos, asi como el analisis estadistico

de poblaciones bacterianas, se encuentran en el ANEXO B.
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Figura 3.3.1a Recuento bacteriano en UFC g promedio (+SD) de tres réplicas obtenido en cada una de los microhabitats
para ambos sitios en estudio. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05).

++ El mayor recuento poblacional bacteriano se observa en muestras de rizosfera, continuando en orden
decreciente en muestras de suelo, y endosfera de raiz, tallo y fruto. Las principales diferencias en los recuen-

tos poblacionales ocurren segun el microhabitat (p<0,01)

<+ Particularmente en la comparacion entre ambos sitios, no se observan diferencias significativas en el

recuento bacteriano para las distintas muestras evaluadas (p=0,93).
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3.3.2. SELECCION DE MORFOTIPOS, AISLAMIENTO Y GENERACION DE LA COLECCION

Para el aislamiento y generacidn de la coleccion de bacterias, se utilizaron las mismas placas de petri de los
recuentos bacterianos, a partir de las cuales se observaron las caracteristicas morfolégicas macroscépicas de

las distintas colonias (Figura 3.3.2a) y se seleccionaron los diferentes morfotipos.

Figura 3.3.2a. Fotografia de algunas de las placas de petri correspondientes a las muestras de suelo, rizosfera y endosfera
de raiz, tallo y fruto de ambos establecimientos horticolas del CHP. Total de placas = 120.

En total se seleccionaron 283 morfotipos de todas las muestras de ambos sitios, los cuales se aislaron y se
conservaron como cultivos puros para conformar la coleccién de bacterias. En la Figura 3.3.2b se muestra en

detalle el nUmero de aislamientos bacterianos por cada muestra de cada establecimiento.

167



Capitulo 3 Caracterizacion y seleccion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal aisladas
RESULTADOS de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate

100% .
M Viento norte SA

Productor Mario

o 80%
o 135
o
R
E 60%
-
‘©
(V]
he] 54
o 40% m3s 41
£ 13 m 32
|

8 20% 11 - 16
o E 20 . H 15

0 R . H =

Suelo Rizosfera  Raiz Tallo Fruto Total

Figura 3.3.2b. Aislamientos bacterianos obtenidos en cada una de los microhabitats para ambos sitios en estudio. Los datos
se expresan en porcentaje en el eje (Y), y los valores numéricos asociados a las barras dentro del grafico denotan el nimero
de aislamientos de cada sitio.

La seleccién y el aislamiento de los distintos morfotipos se realizé con el objetivo de aislar la mayor diversi-
dad (no la totalidad) de bacterias cultivables posible de cada microhabitat en estudio. Con este criterio consi-
deramos validos los andlisis de resultados que se realizan a posteriori respecto a la comparacién entre las
caracteristicas de las bacterias cultivables de los distintos microhabitats (ya que se aislé toda la diversidad
posible de cada uno de ellos), no asi la comparacion entre establecimientos (ya que puede ocurrir que un
morfotipo aislado de una muestra tomada en un establecimiento se haya visualizado en la misma muestra del

otro establecimiento y, por presentar caracteristicas similares, no se haya aislado de este ultimo).

Si bien la seleccién en base a caracteristicas macroscépicas de colonias bacterianas resulté subjetiva a la
hora de seleccionarlas para su aislamiento, se pueden ver algunas diferencias claras en el nimero de morfoti-
pos encontrados en cada uno de los microhabitats, lo que sugiere una idea de la diversidad de bacterias culti-
vables muy distinta que se encontré en cada muestra por la técnica de aislamiento empleando el medio de
cultivo R,A. En base a esto, en orden decreciente se encontraron mayores nimeros de morfotipos distintos

en rizosfera, endosfera de tallo y endosfera de raiz, con un menor nimero en suelo y endosfera de fruto.

De los 283 aislamientos obtenidos inicialmente, 24 de ellos no se pudieron recuperar luego de guardarlos
en freezer a -80°C. Finalmente, se pudo contar con 259 aislamientos para la caracterizacidn de potencial bio-

controlador y potencial promotor del crecimiento vegetal.

3.3.3. IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LOS AISLAMIENTOS DE LA COLECCION

Se lograron identificar los 150 aislamientos bacterianos endoéfitos de la coleccion, sumados a algunos (10)
aislamientos de rizosfera que resultaron promisorios en las caracterizaciones como antagonistas y/o promo-

tores del crecimiento vegetal. Los resultados detallados se encuentran en la Tabla 6.1.2a del ANEXO B.
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En la Tabla 3.3.33, la Figura 3.3.3a y la Figura 3.3.3b se resume la asignacidn taxondmica de los 160 aisla-

mientos bacterianos:

Tabla 3.3.3a Resultado de la asignacidn taxondmica de los aislamientos bacterianos enddfitos (150) y algunos de rizosfera
(10) de la coleccidn bacteriana, indicando los niveles taxondmicos de phylum, clase, orden y género y el nimero de ais-
lamientos correspondiente a cada género. Se resaltan de la tabla los géneros con mayor nimero de aislamientos.

Phylum

Clase

Orden

Género

N° de aislamientos

Actinobacteria

Bacteroidete

(48)

(9)

Firmicutes

Proteobacteria

(43)

(60)

Actinomycetales

Bacteroidia

Bacilli

Alfaproteobacteria

Gammaproteobacteria

Micrococcales

Propionibacteriales

Flavobacteriales

Bacillales

hyphomicrobiales

Sphingomonadales

Enterobacterales

Lysobacterales
Pseudomonadales

Xanthomonadales

Brevibacterium
Brachybacterium
Janibacter
Curtobacterium
Microbacterium
Arthrobacter
Paenarthrobacter

Pseudoarthrobacter

Cellulosimicrobium
Nocardioides
Chryseobacterium

Flavobacterium
Bacillus

Fictibacillus
Paenibacillus
Peribacillus
Priestia
Agrobacterium
Phyllobacterium
Ensifer
Rhizobium
Sphingomonas
Enterobacter
Kluyvera
Leclercia
Pantoea
Pectobacterium
Serratia
Luteibacter
Pseudomonas
Lysobacter

Stenotrophomonas

Xanthomonas
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Figura 3.3.3a Géneros con mayor numero de representantes asignados a los aislamientos endéfitos de la coleccion bac-
teriana, detallados en base al 6rgano vegetal del cual fueron aislados.

% A niveles taxondmicos generales, los aislamientos de bacterias endéfitas asociadas a raiz, tallo y fruto

de tomate se asignaron a los phylum Proteobacteria (37,5%) Actinobacteria, Firmicutes, y Bacteroidetes, en

orden decreciente.

++ En total, se encontraron 33 géneros bacterianos: los géneros con mas cantidad de representantes en-

tre los aislamientos endoéfitos fueron (en orden decreciente): Bacillus, Pseudomonas, Curtobacterium, Micro-

bacterium, Chryseobacterium y Pantoea.

** En endosfera de raiz, tallo y fruto se encontraron aislamientos bacterianos pertenecientes a 18, 20 y

14 géneros, respectivamente.
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Figura 3.3.3b Arbol filogenético de aislamientos bacterianos endéfitos realizado en base a secuencias parciales del gen
ARNr 16S utilizando el método Neighbor-Joining. Los nimeros en los nodos del drbol indican el porcentaje estadistico de
1000 bootstrap. Los puntos de colores indican los érganos vegetales de los cuales se obtuvieron los aislamientos.

++ Los resultados del agrupamiento evidenciado por el andlisis filogenético (Figura 3.3.3b) fueron consis-
tentes con los alineamientos de mayor score de las secuencias de cada aislamiento con la base de datos
del Gen Bank (Tabla 6.1.2a del ANEXO B).

%+ Los 4 phylum estuvieron representados en todos los érganos vegetales. Particularmente los aislamien-
tos bacterianos pertenecientes al phylum Firmicutes fueron mayormente aislados del interior de raiz y de

tallo, con pocos representantes en endosfera de fruto.
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+» Se observaron diferentes clusteres, algunos conformados por aislamientos bacterianos provenientes
de distintos establecimientos y drganos vegetales, que evidencian su cercania filogenética. Esto podria sig-

nificar que correspondan al mismo género, aunque no asegura coincidencias a nivel de especie, dado el

nivel resolutivo del arbol filogenético construido.

3.3.4. POTENCIAL DE COLONIZACION VEGETAL

3.3.4.1 Actividad de enzimas liticas extracelulares con implicancia en la colonizacion vegetal

Se logro caracterizar in vitro la mayoria de los aislamientos bacterianos de la coleccidn en relacién a la pro-
duccién de enzimas pectinasas y celulasas extracelulares, las cuales estan relacionadas con la colonizacion

bacteriana de érganos vegetales. Los resultados detallados para cada uno de los aislamientos se muestran en

la Tabla 6.2.1a del ANEXO B.

En la Figura 3.3.4a se detalla el porcentaje de aislamientos bacterianos con actividad celulasa y pectinasa

positiva (+), y con resultado no determinado por ausencia de crecimiento en el medio de cultivo de la deter-

minacion.
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Figura 3.3.4a Porcentaje de aislamientos bacterianos con resultado positivo (+) y no determinado (NC) en la caracterizacion
de enzimas liticas involucradas en la colonizacion vegetal ( celulasa y pectinasa), detallando los resultados para el total de
la coleccion y discriminado segun el microhabitat de aislamiento. El porcentaje restante para completar el 100% se corres-
ponde a los aislamientos con resultado negativo en las determinaciones.
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+»* De los 259 aislamientos bacterianos de la coleccidn se encontré mayor nimero de aislamientos con
actividad celulasa respecto al nimero de aislamientos con actividad pectinasa (15,8% vy 7,3%, respectiva-

mente).

«* Ambas actividades enzimdticas se encontraron en aislamientos de todos los microhabitats, tanto de
suelo como de drganos vegetales, en similares proporciones y observandose el mismo patrén mencionado

en el punto anterior.

Del total de la coleccidn, se encontrd que 52 de ellos (20,1%) mostraron al menos una actividad enzimatica,
y solo 8 aislamientos mostraron producir ambas enzimas liticas. Dentro de los 8 aislamientos bacterianos que
mostraron actividad positiva para las dos enzimas, la mayoria (6) fueron aislados de rizosfera, habiéndose

obtenido los otros dos de suelo y el interior de tallo.

En la Figura 3.3.4b se resume los géneros bacterianos y la muestra de donde provienen los aislamientos con

actividad enzimatica celulasa y pectinasa positiva:

Enzimas liticas de colonizacion

Pseudomonas ! ; N Otros (2)

Otros (13) No identificados No identificados
Microbacterium  'Bqcillus Bacillus Chryseobacterium  No identificados
Suelo Suelo Suelo Fruto

Productor
Mario

Mario Mario

Figura 3.3.4b Proporcion de las actividades enzimaticas celulasa y pectinasa evidenciadas en los ensayos in vitro, géneros
bacterianos que las llevan a cabo y tipo de muestra de donde se aislaron.

+»* Respecto a los géneros bacterianos que llevan a cabo estas actividades se destaca la presencia de los
géneros Microbacterium, Pseudomonas, Bacillus y Pantoea para la actividad celulasa y los géneros Bacillus y

Chryseobacterium para la actividad pectinasa.

** En relacion a la muestra de donde provienen se observa que practicamente no hay diferencias entre

la proporcidn de aislamientos positivos entre los establecimientos Viento Norte y Productor Mario, aunque
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si se puede destacar que la mayoria de los aislamientos positivos a celulasa y pectinasa provienen de rizos-

fera y endosfera de raiz y tallo.

3.3.4.2 Capacidad de crecimiento formando biofilm

Se logré caracterizar in vitro (en placas multipocillo) la totalidad de los aislamientos bacterianos de la colec-
cion respecto a la capacidad de crecer formando biofilm, las cual se relaciona con la colonizacidn bacteriana
de 6rganos vegetales. Los resultados detallados para cada uno de los aislamientos se muestran en la Tabla
6.2.1a del ANEXO B. En la Figura 3.3.4c se muestra una fotografia de cémo se observaban los biofilms bacte-
rianos en la placa multipocillo luego de la tincidn con cristal violeta. Los resultados respecto a esta determina-

cion se resumen en la Figura 3.3.4d.

Placa multipocillo con biofilm bacteriano tefiido con cristal violeta

Figura 3.3.4c Fotografia de la placa multipocillo luego de la tincidn con cristal violeta para evidenciar la presencia de
biofilm bacteriano

Pseudomonas Curtobacterium Capacidad de . Curtobacterium
) " . s . g —  Bacillus
Bacillus formacion de biofilm
Otros
No identificados @) Otros (4) No identificados

Pantoea
Stenotrophomonas

Pseudomonas
Microbacterium

Fruto

Fruto

Figura 3.3.4d Proporcidn de aislamientos bacterianos con nula (-), pobre (+), moderada (++), muy buena (+++) y fuerte
(++++) capacidad de crecer formando biofilm, géneros bacterianos y tipo de muestra de donde se aislaron los mayores
formadores de biofilm.
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+* El 50,6% de los aislamientos bacterianos mostré nula o pobre capacidad para formar biofilm en las
condiciones ensayadas, mientras que 34,2% de los aislamientos resultaron en moderados/muy buenos forma-

dores de biofilm y el 15,2% restante mostrd una fuerte formacién de biofilm.

+* Los aislamientos bacterianos caracterizados como muy buenos formadores de biofilm (+++) y fuertes

formadores de biofilm (++++) fueron aislados en su mayoria (>50%) de endosfera de las plantas de tomate.

R/

%+ Los géneros mas relevantes con esta caracteristica son Bacillus, Microbacterium, Pantoea, Curtobac-

terium, y Pseudomonas.

3.3.4.3 Indice de Colonizacién Vegetal: ICV

El indice de Colonizacién Vegetal calculado a partir de los ensayos in vitro sobre la produccién de enzimas
liticas de colonizacidn y la capacidad de formacion de biofilm permite comparar entre los aislamientos bacte-
rianos de la coleccién y encontrar facilmente aquellos con mayores capacidades potenciales de colonizar efi-
cientemente los tejidos vegetales. Los resultados detallados para cada uno de los aislamientos se muestran
en la Tabla 6.2.1a del ANEXO B.

Los aislamientos con mayores valores del ICV (ICV>0,75) se detallan en la Tabla 3.3.4a:

Tabla 3.3.4a Aislamientos bacterianos con mejores resultados del indice de Colonizacion Vegetal (ICV), detallando la ta-
xonomia y el resultado obtenido en las caracterizaciones enzimaticas y de produccién de biofilm.

Género Aislamiento Celulasa Pectinasa ICEC  Biofilm Bf Iicv
Pseudomonas RhM 20 NC + 1,0 +4+++ 1 1,00
Bacillus ™™ 30 + + 1,0 +4+++ 1 1,00

No identificado RhM 38 + + 1,0 +4+++ 1 1,00
No identificado Rhi 22 + + 1,0 +++ 0,75 0,88
Bacillus TI 26 - + 0,5 ++++ 1 0,75
Pseudomonas ™ 14 + - 0,5 +4+++ 1 0,75
Flavobacterium ™ 16 + - 0,5 ++++ 1 0,75
Bacillus ™ 27 + - 0,5 ++++ 1 0,75
Bacillus RM 1 + - 0,5 ++++ 1 0,75
Enterobacter ™ 17 + - 0,5 +4+++ 1 0,75
No identificado RhM 33 + - 0,5 +4+++ 1 0,75
No identificado RhM 12 + + 1,0 ++ 0,5 0,75
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¢ Solo 12 aislamientos obtuvieron un ICV=0,75. Se destaca que todos estos aislamientos fueron obteni-

dos de muestras de microhabitats relacionados a las plantas, justamente donde se espera que abunden bac-

terias con estas caracteristicas.

+* Entre los géneros mas destacados encontramos Bacillus (4), Pseudomonas (2) y Flavobacterium y En-
terobacter, los cuales se destacan por ser en su mayoria fuertes formadores de biofilm y presentar al menos

una de las actividades enzimaticas involucradas en la colonizacion.

3.3.5. POTENCIAL ANTAGONISMO CONTRA HONGOS FITOPATOGENOS

3.3.5.1 Produccion de enzimas liticas extracelulares con efecto antagonista

Se logro caracterizar in vitro la mayoria de los aislamientos bacterianos de la coleccidn en relacién a la pro-
duccién extracelular de enzimas liticas con efecto antagonista (proteasas, lipasas, amilasas y quitinasas). Los
medios de cultivo para determinacidn de quitinasas y lipasas fueron los que mas cantidad de aislamientos sin
determinar obtuvieron (7,3% y 9,7%, respectivamente) ya que no se evidencié crecimiento bacteriano (indi-
cado en tablas y figuras como NC). En la Figura 3.3.5a se muestran fotografias de las placas de petri de cada
determinacién enzimatica para ilustrar la lectura de resultados positivos para los distintos aislamientos bacte-
rianos de la coleccion. Los resultados detallados para cada uno de los aislamientos se muestran en la Tabla
6.2.1a del ANEXO B.

Amilasas

Quitinasag proteasag

\ipasas

Figura 3.3.5a Fotografia de las placas de petri al momento de la lectura de resultados de las determinaciones enzimaticas
de los distintos aislamientos bacterianos de la coleccidn relacionadas a la interaccién antagonista entre bacterias y hon-
gos. Las flechas color rojo indican resultados positivos a la actividad enzimatica.

De los 259 aislamientos bacterianos caracterizados se encontré que 106 de ellos (40,9%) mostraron al me-
nos una actividad enzimatica proteasa, lipasa, amilasa y/o quitinasa positiva:

— 72 aislamientos mostraron una Unica actividad enzimatica positiva (27,8%).

— 30 aislamientos mostraron dos actividades enzimaticas positivas (11,6%).
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—> 4 aislamientos mostraron tres actividades enzimaticas positivas (1,5%).

—> Ninguno demostré tener las 4 actividades enzimaticas positivas.

En la Figura 3.3.5b se detalla el porcentaje de aislamientos bacterianos con actividad enzimatica de antago-
nismo positiva (+), y con resultado no determinado por ausencia de crecimiento en el medio de cultivo de la

determinacion.
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Figura 3.3.5b Porcentaje de aislamientos bacterianos con resultado positivo (+) y no determinado (NC) en la caracterizacidn
de enzimas liticas involucradas en la interaccidon antagonista contra hongos fitopatdgenos, detallando los resultados para
el total de la coleccion y discriminado segiin el microhabitat de aislamiento. El porcentaje restante para completar el 100%
se corresponde a los aislamientos con resultado negativo en las determinaciones.

%+ La protedlisis fue la actividad enzimatica con mayor presencia entre los aislamientos bacterianos

(26,6%), seguida por lipasas (15,4%), amilasas (9,7%), y quitinasas (3,9%) (Figura 3.3.5a).

++ Los aislamientos bacterianos de tejidos internos de raices de tomate fueron los que mostraron mayor
actividad enzimdtica en general, con un promedio para las 4 enzimas evaluadas de 16,5% de positividad,
siendo la actividad proteasa la mas importante presente en el 37,5% de los aislamientos endéfitos de raiz

(18 aislamientos bacterianos).

+* En este mismo sentido, los aislamientos asociados a los ecosistemas subterraneos (suelo, rizosfera y
endofitos de raiz) mostraron levemente una mayor actividad de enzimas liticas con efecto antagonista res-
pecto a los aislamientos asociados a muestras de ecosistemas aéreos (endofitos de tallo y fruto) (13,8% vs

11,8%, respectivamente).
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En lo que respecta a las determinaciones enzimdticas de antagonismo, se identificaron 17 géneros que rea-
lizan al menos una de las 4 actividades liticas determinadas, teniendo en cuenta que 56 aislamientos bacteria-

nos no fueron identificados. La informacidn para cada actividad enzimatica se detalla en la Figura 3.3.5c.
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Figura 3.5.5¢ proporcién de las distintas actividades enzimaticas evidenciadas en los ensayos in vitro y géneros que las
llevan a cabo.

*»* Los géneros Bacillus, Pseudomonas y Curtobacterium fueron los aislamientos que mayor positividad
mostraron en promedio para las 4 actividades enzimaticas determinadas (20,1%, 9,7% y 8,3%, respectiva-
mente), destacandose la actividad amilasa y proteasa en el género Bacillus; |la actividad lipasa en el género

Pseudomonas vy la actividad proteasa y lipasa al género Curtobacterium (Figura 3.3.5b).

++ La actividad proteasa, y en menor medida lipasa, son llevadas a cabo por una mayor diversidad de
géneros (14 y 10 géneros, respectivamente) en comparacion con la actividad quitinasa, cuyos aislamientos

bacterianos positivos se reparten entre 5 géneros bacterianos.

+»+ De la totalidad de aislamientos bacterianos con actividades enzimaticas de efecto antagonista positi-
vas un 65,3% provienen del establecimiento Viento Norte y el 34,7% restante del establecimiento del pro-

ductor Mario.

- Indice de caracterizacion enzimdtica de antagonismo: icea

Respecto al indice de Caracterizacién Enzimatica Antagonista (ICEA), se obtuvieron valores entre 0,25 (ais-

lamientos con una sola actividad enzimatica) y 1, un Unico aislamiento bacteriano con 3 actividades positivas
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(amilasa, proteasa y lipasa) y quitinasa sin determinar porque no crecié en dicho medio de cultivo. Los resul-

tados detallados para cada uno de los aislamientos se muestran en la Tabla 6.2.1a del ANEXO B.

Los 10 aislamientos con mayor ICEA (Tabla 3.3.5a) provienen de diferentes muestras de suelo, rizosfera,

raiz, tallo y fruto, y 8 de ellos particularmente del establecimiento del productor Mario.

Tabla 3.3.5a aislamientos bacterianos con mayor indice de caracterizacion enzimatica antagonista (ICEA)

Muestra Género Amilasa Quitinasa Proteasa Lipasa ICEA
RhM 10 No identificado + NC + + 1,00
RhM 24 No identificado - + + + 0,75
RhM 38 No identificado + - + + 0,75
SM 2 No identificado + - + + 0,75
RM 1 Bacillus - NC + + 0,67
SM9 No identificado - NC + + 0,67
™M 30 Bacillus + NC + - 0,67
TM 36 Bacillus + NC + - 0,67
Fl11 Cellulosimicrobium - - + + 0,50
FI12 Pantoea - - + 0,50

3.3.5.2 Ensayos de antagonismo en cultivos duales en placa contra hongos fitopatdgenos

Se logré caracterizar in vitro a todos los aislamientos bacterianos de la coleccién en relacidn al antagonismo
en enfrentamientos en placa contra los 4 hongos fitopatdgenos elegidos para esta determinacidn: Alternaria

alternata, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y Sclerotinia sclerotiorum (Figura 3.3.5d).

Botrytis- cinerea
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Figura 3.3.5d Imagenes de microscopia de los hongos fitopatégenos Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum, y Sclerotinia sclerotiorum, mostrando hifas y estructuras reproductivas

De todos los aislamientos con actividad antagonista positiva en los ensayos in vitro se encontrd que:

—> 66 aislamientos fueron capaces de inhibir al menos el 20% del crecimiento radial de Alternaria alternata.

—> 27 aislamientos fueron capaces de inhibir al menos el 20% del crecimiento radial de Botrytis cinerea.

—> 56 aislamientos fueron capaces de inhibir al menos el 20% del crecimiento radial de Fusarium oxyspo-

rum.

—> 24 aislamientos fueron capaces de inhibir al menos el 20% del crecimiento radial de Sclerotinia sclero-

tiorum

En total se encontraron 91 aislamientos (~35% de la coleccidn bacteriana) capaces de inhibir el crecimiento
de al menos uno de los hongos fitopatdgenos evaluados, de los cuales la gran mayoria inhibié solamente uno
de los fitopatdgenos utilizados en las determinaciones; solo 14 mostraron antagonismo en placa frente a los

4 hongos fitopatdgenos (Figura 3.3.5e).

80
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Figura 3.3.5e NUumero de aislamientos con antagonismo positivo contra uno (x1), dos (x2), tres (x3), o cuatro (x4) hongos
fitopatdgenos ensayados, discriminando segun la muestra de origen de los aislamientos. El grafico de barras indica la
cantidad de aislamientos bacterianos y el grafico de torta por encima de la barra indica de donde provienen esos
aislamientos.
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¢ Los aislamientos capaces de inhibir el crecimiento radial de los fitopatdégenos provienen de distintas
muestras: la gran mayoria (>60%) provienen de microhabitats enddfitos del vegetal, aunque los aislamientos

con antagonismo contra los 4 hongos fitopatdogenos, un ~35% provienen también del suelo y la rizosfera.

En la Figura 3.3.5f observamos representado el nimero de aislamientos con antagonismo positivo a cada

hongo fitopatégeno, discriminado por microhabitat de donde provienen los aislamientos.

28
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Suelo Rizosfera Raiz Tallo Fruto

Figura 3.3.5f Numero de aislamientos con antagonismo positivo para cada uno de los hongos fitopatégenos ensayados
(Aa: Alternaria alternata; Bc: Botrytis cinerea; Fo: Fusarium oxysporum; Ss: Sclerotinia sclerotiorum), discriminados segun
el microhabitat (EJE X) y el establecimiento (graficos de torta) de donde fueron obtenidos.

++ Al igual que lo mencionado previamente, se observa una mayor actividad antagonista contra los fito-

patégenos Aa y Fo, en comparacién a Bcy Ss.

%+ Los aislamientos con antagonismo positivo mayormente fueron obtenidos del interior de raiz, tallo,
fruto y rizosfera de plantas de tomate, siendo el suelo el microhabitat del cual se aislaron bacterias con

menor actividad antagonista.

+* En promedio, los aislamientos bacterianos provienen de ambos establecimientos en proporciones si-
milares: Viento Norte (41%) y Productor Mario (59%).

Los taxones bacterianos que demostraron actividad antagonista en los ensayos de enfrentamiento en placa

se resumen en la Figura 3.3.5g.
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Figura 3.3.5g Proporcién de actividad antagonista bacteriana contra cada uno de los hongos fitopatégenos ensayados en
enfrentamientos duales in vitro, y principales géneros asociados.
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++ Los principales géneros asociados a las determinaciones de antagonismo fueron Bacillus (17,6%), Pseu-
domonas (13,2%), Chryseobacterium (7,7%), Pantoea (7,7%) y Curtobacterium (4,4%). De estos géneros, Ba-

cillus, Pseudomonas y Pantoea han demostrado actividad antagonista contra los 4 hongos fitopatdgenos.

- indices picr, ipa e ipb: SELECCION DE AISLAMIENTOS BACTERIANOS

Respecto al calculo del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de los distintos aislamientos
bacterianos para cada uno de los hongos fitopatdgenos, se encontraron valores de PICR de hasta el 90% res-
pecto al control (Figura 3.3.5h). Los resultados detallados para cada uno de los aislamientos se muestran en
la Tabla 6.2.1a del ANEXO B.
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Figura 3.3.5h Fotografia de los enfrentamientos en placa de aislamientos bacterianos contra hongos fitopatégenos

Los 5 aislamientos con mayores PICR para cada uno de los hongos fitopatdgenos ensayados se muestran en
la Figura 3.3.5h y son los seleccionados como biocontroladores especificos de cada uno de los fitopatégenos

para continuar con los estudios de biocontrol.

«» Como se observo previamente, la gran mayoria de los aislamientos pertenecen a los géneros Bacillus
y Pseudomonas, y en algunos casos los aislamientos seleccionados como antagonistas especificos en los di-
ferentes fitopatdgenos coinciden, lo que determina que dicho aislamiento fue capaz de inhibir en gran por-

centaje mas de un hongo fitopatégeno.

++ La mayoria de los aislamientos bacterianos que mostraron mayores efectos antagonistas fueron aisla-

dos de los tejidos internos de las plantas de tomate.
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¢+ Cabe destacar que los valores de PICR maximos para Aa y Fo resultaron significativamente mayores

gue los obtenidos para Bcy Ss. Sumado a los resultados mencionados anteriormente, podemos determinar
gue en la coleccién se encontrdé un mayor niumero de aislamientos y con una mayor capacidad de inhibicion

in vitro en los fitopatdgenos Aa y Fo respecto a los hallados contra Bcy Ss.

La combinacién de los resultados de antagonismo en placa con los resultados de la caracterizacién enzima-
tica de antagonismo se realizé mediante el célculo del indice de potencial antagonismo (/PA), cuyos aislamien-
tos con los mejores valores de este indice se muestran en la Tabla 3.3.5b. Los resultados detallados para cada

uno de los aislamientos se muestran en la Tabla 6.2.1a del ANEXO B.

Tabla 3.3.5b Aislamientos bacterianos de la coleccién con mayores valores de indice de potencial antagonismo (/PA).

AISLAMIENTO GENERO IPA
FM5 Pseudomonas 0,93
TM 36 Bacillus 0,85
FM 15 Stenotrophomonas 0,84
RhM10 No identificado 0,84
RM 1 Bacillus 0,83
™™ 30 Bacillus 0,81
RhiI 5 Pseudomonas 0,79
RhM38 No identificado 0,79
FI5 Pseudomonas 0,74
TI 21 Bacillus 0,73

aislamientos bacterianos no seleccionados como antagonistas especificos.

++ Dentro de los 10 aislamientos bacterianos con mayor IPA, la mayoria pertenecieron a los géneros Ba-

cillus (4) y Pseudomonas (3).

+» Como el valor del indice depende en gran medida del PICR, es esperable que coincidan los aislamientos
con mayores valores de IPA con los aislamientos seleccionados como antagonistas especificos (aquellos con
mayor valor de PICR para cada hongo fitopatégeno). Aun asi, hay 3 aislamientos en la Tabla 3.3.5c que no
fueron seleccionados como especificos, y su alto valor se debid a que poseen valores intermedios de PICR y
valores altos de la caracterizacion enzimatica de antagonismos. Cabe destacar que RhM 10 y TM 30 mostra-
ron actividad antagonista contra los 4 patégenos, mientras que el restante RM 1 mostré actividad antago-

nista contra 3 patégenos (Aa, Bcy Fo).
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Finalmente, se combiné el resultado de la caracterizacidon de biocontrol (IPA) y el resultado de la caracteri-

zacion de colonizacidn vegetal (ICV) en el calculo del indice de potencial biocontrolador (IPB).

El analisis global de los aislamientos bacterianos de la coleccidn, en el cual los indices calculados a partir de
las determinaciones en relacidn a su capacidad de colonizacidn y la actividad antagonista contra hongos fito-
patégenos (ICV, ICEA, PICR, IPA e IPB) se resumen en dos componentes principales (PC1 y PC2), permitio rea-

lizar las siguientes observaciones (Figura 3.3.5i y Figura 3.3.5j):
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Figura 3.3.5i Biplot resultante del analisis de componentes principales sobre los indices relacionados a la colonizacién
vegetal (ICV), la actividad antagonista frente a hongos fitopatdgenos (ICEA, PICR) y su combinacidn (IPB) de los diferentes
aislamientos bacterianos, discriminados segun asignacién taxondmica.

+¢ El andlisis de componentes principales de los distintos aislamientos bacterianos respecto a los indices
calculados sobre las determinaciones in vitro sobre colonizacién vegetal y actividad antagonista contra
hongos fitopatdgenos determind que los dos CP explicaron un 69,7% de la variabilidad total. Un tercer CP
no mejoro significativamente el andlisis, aportando <10% de explicacién de la variabilidad, por lo que no

fue incluido.

++ Se destacan 19 aislamientos bacterianos (mayormente de los géneros Pseudomonas y Bacillus) que se
salen de la nube de puntos central, en direccidn positiva sobre el CP1, hacia mayores indices de coloniza-
cion vegetal, antagonismo y biocontrol. Los indices PICR e IPB tienen una mayor proyeccién sobre el CP1
(de mayor variabilidad explicada, 52,9%), en comparacién a los otros dos indices incluidos en el analisis
(ICEA e ICV), lo que determina que tengan un mayor peso al explicar el comportamiento de estos 19 aisla-
mientos bacterianos: la diferenciacién de estos aislamientos respecto al resto de la coleccidon se da princi-

palmente por sus actividades antagonistas.
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+*» EI CP2 explica una menor variabilidad (16,8%) y la variacidn entre los distintos aislamientos en este eje

no es tan amplia como la observada en el CP1. Principalmente contribuye a diferenciar entre aislamientos

con actividad antagonista y buenos resultados en la caracterizacién de colonizacion vegetal (cuadrante de-

recho superior) y aquellos antagonistas que no mostraron altos valores de ICV.
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Figura 3.3.5j Biplot resultante del analisis de componentes principales sobre los indices relacionados a la colonizacion
vegetal (ICV), la actividad antagonista frente a hongos fitopatdgenos (ICEA, PICR) y su combinacion (IPB) en base a los
aislamientos bacterianos pertenecientes a cada microhabitat.

»+ El andlisis de componentes principales respecto a los indices calculados sobre las determinaciones in

vitro sobre colonizacién vegetal y actividad antagonista contra hongos fitopatédgenos que caracterizan a

cada microhdbitat a través de los aislamientos bacterianos determiné que los dos CP explicaron un 83,5%

de la variabilidad total. Un tercer CP no mejoro significativamente la variabilidad total explicada.

+»* EI CP1 (58,9%) separa a lo largo de su eje a los 5 microhabitats de donde se obtuvieron los diferentes

aislamientos vegetales, siendo las variables de mayor peso los indices PICR de Aa y Fo, el IPB, el ICV y el

PICRs;. Esto determina diferencias entre los microhabitats respecto a su contribucidn de aislamientos bac-

terianos con antagonismo en la coleccién generada.

+»* Los aislamientos bacterianos con mayores valores de los indices mencionados fueron aislados de los

microhabitats de fruto, tallo y menor medida de raiz.
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¢ Los aislamientos obtenidos de endosfera de raiz se diferenciaron particularmente de los obtenidos del
resto de los microhabitats por su mayor actividad antagonista frente a Botrytis cinerea (PICRs:) y mayor

presencia de enzimas de actividad antagdnica (/ICEA), evidenciado por el CP2 (24,6%).

En la Tabla 3.3.5c se detallan los 10 aislamientos bacterianos con mayor IPB, de los cuales, los 5 mayores
fueron seleccionados para continuar los ensayos in vitro e in vivo. Los resultados detallados para cada uno de

los aislamientos se muestran en la Tabla 6.2.1a del ANEXO B.

Tabla 3.3.5c Aislamientos bacterianos de la coleccién con mayores valores de indice de potencial biocontrol (/PB).

AISLAMIENTO GENERO icv ICEA IPA IPB
™ 30 Bacillus 1,00 0,67 0,81 0,91
RhM38 No identificado 1,00 0,75 0,79 0,90
RM1 Bacillus 0,75 0,67 0,83 0,79
Rhl 22 No identificado 0,88 0,50 0,64 0,76
Tl 26 Bacillus 0,63 1,00 0,84 0,73
RhM10 No identificado 0,75 0,25 0,68 0,71
Ti21 Bacillus 0,63 0,25 0,73 0,68
™M 17 Enterobacter 0,75 0,00 0,60 0,68
™™ 36 Bacillus 0,50 0,67 0,85 0,67
FM 15 Stenotrophomonas 0,50 0,50 0,84 0,67

aislamientos bacterianos no seleccionados como antagonistas especificos, pero seleccionados como antagonistas gene-
rales por su alto valor de IPB.

%+ Los mayores valores del IPB se asignaron en gran medida a aislamientos bacterianos del género Baci-

llus obtenidos de distintos microhabitats.

De los 5 aislamientos bacterianos con mayor IPB, 3 de ellos ya fueron seleccionados como antagonistas
especificos por su alto valor de PICR contra alguno de los hongos fitopatdgenos. En la Tabla 3.3.5d se resumen
los aislamientos seleccionados, detallando si fue seleccionado como antagonista especifico o como biocontro-

lador general.

Los aislamientos bacterianos seleccionados como biocontroladores especificos se utilizaron para continuar los

ensayos in vitro e in vivo con el hongo fitopatdgeno especifico por el que fue seleccionado; y los aislamientos

187



Capitulo 3

RESULTADOS

Caracterizacion y seleccion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal aisladas

de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate

seleccionados como antagonistas generales se utilizaron para ensayos in vitro e in vivo contra los tres hongos

fitopatdgenos evaluados.

Tabla 3.3.5d Aislamientos bacterianos seleccionados como antagonistas especificos y/o generales por sus mayores
valores de PICR e IPB, respectivamente.

g ° ANTAGONISTA ESPECIFICO
"S"' E ANTAGONISTA
< o Alternaria  Botrytis  Fusarium Sclerotinia GENERAL
'g Alternata Cinerea oxysporum  sclerotiorum
™™ 30 Bacillus *
RhM38 No identificado * *
RM 1 Bacillus *
Rhi 22 No identificado *
Tl 26 Bacillus * * *
FM5 Pseudomonas * *
RhiI 5 Pseudomonas *
FI5 Pseudomonas *
FI1 Pseudomonas *
TM 23  Stenotrophomonas *
RM 3 Pseudomonas * *
RM 5 Bacillus *
RM 7 Chryseobacterium *
RM 6 Bacillus * *
FM 13 Enterobacter *
FM 15 Stenotrophomonas *
Tl 21 Bacillus *
TI17 Bacillus *
™™ 36 Bacillus *

3.3.5.3 Inhibicion de la germinacion de conidios

Se logré ensayar la inhibicidn in vitro de la germinacidn de conidios de 3 hongos fitopatdgenos utilizados en

ensayos previos (Alternaria alternata, Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum), empleando los distintos aisla-

mientos seleccionados como biocontroladores. Empleando el protocolo descripto en materiales y métodos,

no se logré obtener una suspension de conidios estables y reproducible del fitopatégeno Sclerotinia
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sclerotiorum, observandose en todas las pruebas realizadas muy pocos conidios en suspension, la mayoria de
las veces formando conglomerados con hifas. Por este motivo, no fue posible ensayar la inhibicion de la ger-
minacién de conidios de este fitopatdgeno. Los cultivos bacterianos alanzaron aproximadamente 108 UFC mlI

1, con pH entre 7,5y 8,2 (Tabla 6.2.2a en el ANEXO B).

- Inhibicion de conidios de Alternaria alternata

Para el ensayo de germinacidn de conidios, se obtuvo una suspensién de conidios con 4,3x10° conidios ml"
1, Se logrd cuantificar exitosamente los conidios germinados y no germinados, pudiendo calcular el porcentaje
de germinacidn para cada uno de los tratamientos (Control + 9 aislamientos bacterianos seleccionados; ver
Tabla 3.3.5d). Los promedios de 3 réplicas por cada tratamiento a cada tiempo se muestran en la Figura 3.3.5k

a continuacion:
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Figura 3.3.5k Porcentaje promedio (+ desviacidén estandar) de germinacidén de conidios de Alternaria alternata en solu-
cién acuosa, en distintas combinaciones del fitopatdgeno y aislamientos bacterianos con actividad antagonista. La foto-
grafia muestra los conidios germinados en el tratamiento control y los conidios sin germinar en el tratamiento con el
aislamiento Tl 26 a las 72h. Letras diferentes indican diferencias significativas segun el Test de Tukey (p<0,05).

%+ Tanto los aislamientos bacterianos seleccionados como antagonistas especificos (Tl 26, FM 5, Rhl 5, FI
5,y Fl 1) asi como los antagonistas generales (Tl 26, TM 30, RhM 28, RM 1, y Rhl 22) habian mostrado inhi-
bicion significativa del crecimiento radial del fitopatégeno en los ensayos de enfrentamiento dual en placa,
y mantuvieron el porcentaje de germinacién entre 1-5%, mientras que en el tratamiento control la germina-

ciéon de conidios fue muy superior.

+»+ Todos los aislamientos bacterianos mostraron un porcentaje de germinacion de los conidios significa-

tivamente menor respecto al tratamiento control, evidenciando la capacidad de todos los aislamientos
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bacterianos ensayados para efectivamente inhibir la germinacién de los conidios de Alternaria alternata (el

analisis estadistico se detalla en el ANEXO B)

++ Si bien el tratamiento CONTROL promedia el 39% de conidios germinados hacia el final del ensayo, a
las 72h ya se considerd con una germinacion cercana al 100% ya que se observaba al microscopio agrupa-
mientos de conidios germinados, causando dificultad para cuantificarlos (como se ve en la Figura 3.3.5k), por
lo cual se buscé cuantificar las zonas donde no estuvieran tan agrupados, justamente donde predominaban

conidios sin germinar (los conidios germinados tienden a entrelazar sus hifas y agruparse).

- Inhibicion de conidios de Botrytis cinerea

Para el ensayo de germinacién de conidios, se obtuvo una suspension de conidios con 8,2x10° conidios ml"
1. Se logrd cuantificar exitosamente los conidios germinados y no germinados, pudiendo calcular el porcentaje
de germinacién para cada uno de los tratamientos (Control + 10 aislamientos bacterianos seleccionados; ver
Tabla 3.3.5d). Los promedios de 3 replicados por cada tratamiento a cada tiempo se muestran en la Figura

3.5.5l a continuacion:
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Figura 3.3.51 Porcentaje promedio (+ desviacién estandar) de germinacién de conidios de Botrytis cinerea en solucion
acuosa, en distintas combinaciones del fitopatdgeno y aislamientos bacterianos con actividad antagonista. La fotografia
muestra los conidios germinados en el tratamiento control y los conidios sin germinar en el tratamiento con el aislamiento
RM 7 a las 72h. Letras diferentes indican diferencias significativas segun el Test de Tukey (p<0,05).

%+ Se observé un alto porcentaje de germinacion de los conidios en el tratamiento control ya a las 24 h
posteriores de iniciado el ensayo, el cual aumentd gradualmente a medida que transcurrié el tiempo hasta

un promedio de 73% de germinacion hacia el final del ensayo. Nuevamente, se observaron agrupamientos
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de conidios germinados lo que dificultd el conteo y posiblemente el porcentaje real de conidios germinados

fuera mayor.

«»» Respecto a las combinaciones del fitopatdgeno con los aislamientos seleccionados como antagonistas
se determind que en 8 de los tratamientos con bacterias disminuyd significativamente el porcentaje de ger-
minacién de los conidios germinados: hacia el final del ensayo se encontré entre 1-6% (el analisis estadistico
se detalla en el ANEXO B).

++ Solo dos tratamientos con bacterias antagonistas (Tl 26 y RhM 28, seleccionadas como antagonistas
generales por su alto valor de IPB) obtuvieron altos valores de germinacion de conidios diferentes al resto
de los tratamientos mencionados previamente, aunque siempre mostraron menores valores que el control

al mismo tiempo transcurrido.

- Inhibicién de conidios de Fusarium oxysporum

Para el ensayo de germinacién de conidios de Fusarium oxysporum, se obtuvo una suspensién de conidios
con 5,8x107 conidios ml™t. Se logré cuantificar exitosamente los conidios germinados y no germinados, pu-
diendo calcular el porcentaje de germinacién para cada uno de los tratamientos (Control + 10 aislamientos
bacterianos seleccionados; ver Tabla 3.3.5d). Los promedios de 3 replicados por cada tratamiento a cada

tiempo se muestran en la Figura 3.5.5m a continuacién:
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Figura 3.3.5m Porcentaje promedio (+ desviacién estandar) de germinacidn de conidios de Fusarium oxysporum en solu-
cién acuosa, en distintas combinaciones del fitopatdgeno y aislamientos bacterianos con actividad antagonista. La foto-
grafia muestra los conidios germinados en el tratamiento control y los conidios sin germinar en el tratamiento con el
aislamiento RM 1 a las 72h. Letras diferentes indican diferencias significativas segun el Test de Tukey (p<0,05).
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* El tratamiento CONTROL alcanzé un porcentaje promedio de germinacion de conidios de 39% hacia el
final del ensayo, mientras que los tratamientos del fitopatdgeno con las bacterias antagonistas disminuyeron
significativamente el porcentaje de germinacidn: 8 tratamientos mantuvieron el porcentaje de germinacion
mas bajo entre 1,7 y 4%; los otros 2 tratamientos (TM 30y Rhl 22, seleccionados como antagonistas genera-

les) obtuvieron un porcentaje de germinacidn de conidios ~10% (el analisis estadistico se detalla en el ANEXO
B).

3.3.5.4 Biocontrol en proceso de germinacion de lechuga in vitro

Unicamente se pudo determinar el efecto antagonista de los aislamientos seleccionados en el ensayo de

antagonismo que se utilizé el fitopatégeno Botrytis cinerea.

Con el resto de los fitopatdgenos, no se logro visualizar los signos de la enfermedad en plantulas de lechuga.
En estos ensayos, si bien se observé al microscopio la presencia de los diferentes patdgenos en las radiculas
de lechuga, no se pudo identificar claramente a las plantulas enfermas, por lo cual no fue posible cuantificar

ni comparar la incidencia y severidad de la enfermedad entre los distintos tratamientos.

- Antagonismo contra Botrytis cinerea

Las plantulas cuyas semillas se inocularon Unicamente con el fitopatégeno mostraron signos propios de la
enfermedad que produce Botrytis cinerea: podredumbre blanda de tallos y hojas que comienza con amarilla-
miento (clorosis) y avanza a un color anaranjado/pardo (necrosis) y termina con la muerte de las plantulas. En
base a esto, se establecieron 4 categorias para evaluar la severidad de la enfermedad: plantulas sanas, plan-

tulas clordticas, plantulas con necrosis y plantulas muertas (Figura 3.3.5n).

- (’*Q_‘

Sana Clorosis Necrosis Muerte

Figura 3.3.5n Categorias del estado de las plantulas de lechuga para la evaluacion de la severidad en el ensayo de
antagonismo contra hongos fitopatdégenos.

Los resultados del ensayo con el fitopatdgeno B. cinerea, ya sea solo o en combinacidn con las bacterias

antagonistas, no mostraron variaciones en el porcentaje de germinacién, rondando en todos los casos el 100%.
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Respecto a la incidencia y severidad de la enfermedad provocada por B. cinerea, los resultados se pueden

visualizar en la Figura 3.3.50 a continuacion (el andlisis estadistico se detalla en el ANEXO B):
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Figura 3.3.50 Porcentaje de plantulas de lechuga con clorosis, necrosis y plantulas muertas a causa del fitopatégeno
Botrytis cinerea en distintos tratamientos con bacterias antagonistas. La incidencia en cada tratamiento es la suma total
de plantulas afectadas. Letras diferentes indican diferencias significativas segun el Test de Tukey (p<0,05).

%+ Lainoculacién de semillas de lechuga Gnicamente con el fitopatdgeno Botrytis cinerea provoco un 80%
de incidencia, cuya severidad fue mayormente plantulas con necrosis y plantulas muertas, con un bajo por-

centaje de plantulas con clorosis (Figura 3.3.50 y Figura 3.5.5p).

%+ La inoculacidn con los aislamientos biocontroladores seleccionados redujo significativamente en casi
todos los casos el porcentaje de incidencia de la enfermedad en las plantulas de lechuga, con excepcién del
aislamiento Rhl 22, el cual mostro resultados estadisticamente iguales a los descriptos para el tratamiento
con el fitopatdgeno. El resto de los tratamientos, mantuvo los niveles de incidencia entre el 2% y el 34%,

cuyos signos evidenciados fueron mayormente clorosis en los cotiledones (el nivel mas bajo de severidad).

¢ Los mejores resultados fueron obtenidos con la inoculacién de los aislamientos TM 23 (Stenotropho-

monas sp.), RM 3 (Pseudomonas sp.), y RM 5 (Bacillus sp.).
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Control .
- Bacillus sp.

Figura 3.3.5p Fotografias de las plantulas de lechuga a los 5 dias de iniciado el proceso de germinacién. Tratamientos
control (sin inoculacién), inoculado el fitopatégeno Botrytis cinerea y la combinacién del fitopatégeno con bacterias
antagonistas seleccionadas (Rhl 22 y RM 5).

3.3.6. CARACTERIZACION DE AISLAMIENTOS BACTERIANOS RESPECTO A PROPIEDADES PRO-
MOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL.

3.3.6.1 Determinacion cuali-cuantitativa de la solubilizacidn de fosforo

Se logrd caracterizar a todos los aislamientos bacterianos respecto a su capacidad in vitro de solubilizar
fosfato tricdlcico insoluble. Los resultados detallados para cada uno de los aislamientos se muestran en la
Tabla 6.3.1a del ANEXO B.

Se encontraron 111 aislamientos (42,9% de la coleccién) capaces de solubilizar fuentes de fésforo insolu-
bles. Del screening inicial se pudieron clasificar en las siguientes categorias segun el halo de solubilizacion

evidenciado:
—> 58 aislamientos con + (halo de solubilizacién de igual tamafio que el halo de crecimiento de la colonia).
— 20 aislamientos con ++ (halo de solubilizacién poco mayor al halo de crecimiento de la colonia).

— 33 aislamientos con +++ (halo de solubilizacion mucho mayor al halo de crecimiento de la colonia).

Gran parte de los aislamientos con capacidad de solubilizar el fosfato tricdlcico utilizado en los ensayos in
vitro fueron aislados de muestras de rizosfera, raiz y tallo, siendo Pseudomonas, Pantoea y Bacillus los géneros

predominantes (Figura 3.3.6a)
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Figura 3.3.6a Proporcion de aislamientos bacterianos con diferente capacidad de solubilizar fosforo insoluble, detallando
para cada grupo los géneros predominantes y de donde fueron aislados (microhabitat y establecimiento).

Los aislamientos con caracterizacidon “++” y “+++” fueron utilizados para la determinacién cuantitativa de
eficiencia de solubilizacién de fosfato tricalcico en placa de petri, comparando el halo de la colonia y el halo

de solubilizacidn. Respecto a estos resultados, se encontraron:

— 28aislamientos con una eficiencia de solubilizacién mayor al 50% (halo de solubilizacién 1,5 veces mas

grande que el halo de crecimiento).

— 11 aislamientos con una eficiencia mayor al 100% (halo de solubilizacién 2 veces mas grande que el

halo de crecimiento) (Figura 3.3.6b). El aislamiento con mayor capacidad de solubilizar fosfatos inso-

lubles fue RI 1, Identificado como perteneciente al género Priestia y aislado de tejidos internos de raiz,
con una ESFI = 1,85.

Figura 3.3.6b Fotografias de los aislamientos bacterianos con mayor eficiencia de solubilizacién de fésforo en las deter-
minaciones cuantitativas en placas de petri, indicando nombre del aislamiento y la eficiencia de solubilizacién de fésforo
insoluble (ESFI) calculada.
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3.3.6.2 Produccion de siderdforos

Se logrd caracterizar a todos los aislamientos bacterianos respecto a su capacidad in vitro de producir side-

roforos. Los resultados detallados para cada uno de los aislamientos se muestran en la Tabla 6.3.1a del ANEXO
B.

Se detectaron 101 aislamientos bacterianos capaces de producir sideréforo (Figura 3.3.6c), clasificados se-

gun el halo formado en el screening in vitro:
—> 58 aislamientos con + (halo amarillo del tamario de la colonia de crecimiento).
—> 40 aislamientos con ++ (halo amarillo poco mayor al de la colonia de crecimiento).

—> 3 aislamientos con +++ (halo amarillo mucho mayor al de la colonia de crecimiento).

Determinacion de aislamientos bacterianos productores de sideroforos

Figura 3.3.6¢c Fotografias de placas de petri en la determinacion de produccidon de sideréforos por aislamientos
bacterianos, luego de verter la bicapa con cromo azurol s (cas).

En la Figura 3.3.6d se resumen los principales géneros asociados a los aislamientos productores de sidero-

foros, indicando el microhabitat y establecimiento de donde fueron aislados.

Productores de
o siderdforos -

ros
No identificados (:tlroo)s - 5) No identificados

Pseudomonas Bacillus
Curtobacterium

Pantoea  Bacillus -

Fruto Tallo Tallo

r Fruto
O
Mario

Mario

Figura 3.3.6d Proporcién de aislamientos bacterianos con diferente capacidad de producir sideréforos, detallando para
cada grupo el establecimiento y microhabitat de donde fueron aislados y los géneros predominantes.
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¢ Aligual que lo mencionado previamente para la actividad de solubilizacion de fosforo, se observa que
los aislamientos capaces de producir sideréforos fueron aislados mayormente de muestras de rizosfera y

endosfera de raiz y tallo, siendo los principales géneros Pseudomonas y Bacillus.

Los 3 aislamientos bacterianos destacados por su gran capacidad de producir siderdforos se detallan en la

Tabla 3.3.6a a continuacion:

Tabla 3.3.6a Aislamientos bacterianos con mayor capacidad de produccion de sideréforos

AISLAMIENTO GENERO PRODUCCION DE SIDEROFOROS
RhM 9 No identificado +++
Rhl 24 No identificado +++
RM 17 Bacillus +++

3.3.6.3 Determinacion de la capacidad de fijacion bioldgica de nitrégeno

Se logré caracterizar a todos los aislamientos bacterianos endéfitos respecto a su capacidad in vitro de fijar
biolégicamente el nitrégeno atmosférico. Los resultados detallados para cada uno de los aislamientos se

muestran en la Tabla 6.3.1a del ANEXO B.

De los 160 aislamientos bacterianos determinados, se encontré que 39 de ellos (24,4%) evidenciaron una
pelicula de crecimiento subsuperficial en los frascos con medios de cultivo semisélido sin fuente nitrogenada
(Figura 3.3.6e). Solo 2 aislamientos (FM 2 y FM 8, ambos asignados como Chryseobacterium sp.) mostraron
resultados positivos en ambos medios de cultivo evaluados (LGl y NFb); del resto de los aislamientos, 9 mos-

traron resultados positivos en LGl y 18 lo hicieron en NFb.

Determinacion in vitro de la fijacion biolégica del N,

Figura 3.3.6e Fotografias de viales con medio de cultivo semisélido sin fuente nitrogenada evidenciando pelicula de
crecimiento subsuperficial lo cual denota el resultado positivo de la determinacidn de fijacion bioldgica del nitrégeno.
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Entre los géneros bacterianos que se asocian a esta determinacidn positiva esta Bacillus, Pseudomonas,
Chryseobacterium, y Pantoea; los cuales se aislaron mayormente de endosfera de raiz y tallo, y de ambos

establecimientos en similar numero (Figura 3.3.6f).

Bacillus

28% Pseudomonas Ri

23% Fruto

26%

M
| ' 44%
Chryseobacterium
8%
Otros (13) Pantoea Tallo
33% 8% &k <

Figura 3.3.6f Proporcion de géneros bacterianos con resultado positivo en la caracterizacidn in vitro de la capacidad de
fijacidn bioldgica del nitrégeno, microhabitats y establecimiento (VN: Viento Norte; M: Productor Mario) de donde fueron
aislados.

3.3.6.4 Produccion de fitohormonas de tipo auxinicas

Se logrdé caracterizar a todos los aislamientos bacterianos de la coleccion respecto a su capacidad in vitro de
producir fitohormonas de tipo auxinico. Los resultados detallados para cada uno de los aislamientos se mues-

tran en la Tabla 6.3.1a del ANEXO B.

En total se encontraron 74 aislamientos bacterianos que mostraron resultado positivo a la determinacién
de auxinas en sobrenadantes de cultivo por método colorimétrico empleando el reactivo de Salkowsky (Figura
3.3.6g):

—> 36 aislamientos se caracterizaron con +
—> 23 aislamientos se caracterizaron con ++

—> 15 aislamientos se caracterizaron con +++
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Figura 3.3.6g Fotografia de las placas multipocillo donde se llevd a cabo la reaccién entre el sobrenadante del cultivo
bacteriano y el reactivo de Salkowsky.

En la Figura 3.3.6h se resumen los principales géneros asociados a los aislamientos productores de auxinas,

indicando el microhabitat y establecimiento de donde fueron aislados.

Productores de auxinas

Rhizobium
Pseudomonas

_ Otros (9) No identificados Enterobacter Otros (4)

Bacillus ~ Microbacterium No identificados

Suelo

Priestia

Enterobacter

No identificados

Bacillus ~ Arthrobacter

l

Microbacterium

Fruto Fruto

|

Suelo

Figura 3.3.6h Proporcién de aislamientos bacterianos con diferente capacidad de producir auxinas, detallando para cada
grupo el establecimiento y microhabitat de donde fueron aislados y los géneros predominantes.
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¢ Los aislamientos capaces de producir auxinas fueron aislados mayormente de muestras de rizosfera y

endosfera de raiz y tallo de ambos establecimientos, siendo los principales géneros Bacillus y Pseudomonas.

3.3.6.5 Indices sobre caracterizacién de promocion del crecimiento vegetal y seleccion de
aislamientos promisorios

Con los resultados de la caracterizacion in vitro sobre solubilizacién de fésforo insoluble, produccién de
sideréforos, fijacidn bioldgica del nitrégeno y produccién de fitohormonas de tipo auxinicas se calculd el indice
de Mecanismos de Promocion del Crecimiento Vegetal (IMPCV). Los resultados detallados para cada uno de

los aislamientos se muestran en la Tabla 6.3.1a del ANEXO B..

Se encontraron 67 aislamientos con IMPCV = 0, lo cual indica que no mostraron actividad positiva en nin-
guno de los 4 mecanismos de promocidn del crecimiento vegetal evaluados. Solo 4 aislamientos bacterianos
obtuvieron valores de IMPCV > 0,5, siendo el valor maximo de IMPCV = 0,73 (aislamiento TI 15, género Pseu-

domonas).

Los 15 aislamientos con mayores valores de IMPCV (Tabla 3.3.6b) fueron obtenidos tanto en su mayoria de
endosfera de raiz y tallo, solo habiendo 2 de rizosfera y dos de endosfera de fruto de plantas de tomate de

ambos establecimientos en estudio, destacdndose mayoritariamente los géneros Bacillus (4) y Pseudomonas

(3).

Tabla 3.3.6b Detalle de los aislamientos bacterianos con mayor valor del indice de mecanismos de promocién del
crecimiento vegetal (IMPCV), especificando resultados de las caracteristicas ensayadas y los aislamientos seleccionados
(*) para continuar con los estudios in vivo.

Aislamiento Género ISolP  Sideréforos  FBN AUX IMPCV  ICV  IPPCV
TI15 * Pseudomonas 0,91 + + ++ 0,73 0,25 0,85
TI 28 * Pseudomonas 1,00 + + - 0,58 0,38 0,77
RhM 40 * Bacillus 0,87 + + - 0,55 0,25 0,68
TIe * Curtobacterium 0,37 ++ + - 0,51 0,25 0,63
TM 16 * Flavobacterium 0,05 ++ + - 0,43 0,75 0,80
RI17 * Agrobacterium 0,05 + + + 0,43 0,50 0,68
RI1 48 Bacillus 0,00 - + ++ 0,42 0,13 0,48
TM 30 * Bacillus 0,00 ++ + - 0,42 1,00 0,92
RI13 * Peribacillus 0,00 ++ + - 0,42 0,50 0,67
Rl 16 Bacillus 0,00 + + + 0,42 0,25 0,54
Rhi 7 No identificado 0,00 ++ - +++ 0,42 0,00 0,42
TM 31 * Enterobacter 0,94 - - ++ 0,40 0,50 0,65
FM 13 * Enterobacter 0,21 + - +++ 0,38 0,50 0,63
FM 7 Pantoea 0,19 + + - 0,38 0,00 0,38
TI 23 Pseudomonas 0,81 ++ - - 0,37 0,25 0,49
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Al combinar estos resultados con la caracterizacién del potencial de colonizacion de los érganos vegetales
mediante el calculo del indice de Potencial de Promocion del Crecimiento Vegetal (IPPCV) para elegir defini-
tivamente los aislamientos bacterianos de la coleccidén con caracteristicas de bioprospeccién mas promisorias
se observa que, si bien puede cambiar el orden segun el valor del IPPCV, los aislamientos con buenas caracte-
risticas de promocién del crecimiento vegetal también poseen buenos valores del indice de colonizacién ve-
getal. Los aislamientos bacterianos seleccionados para continuar con los ensayos de promocion del creci-

miento in vivo se detallan en la Tabla 3.3.6b con un asterisco color rojo (¥*).

El analisis global de los aislamientos bacterianos de la coleccidn a través de un andlisis de componentes
principales de sus indices (ICV, ISolP, SID, AUX, IPPCV), permitid realizar las siguientes observaciones (no se
emplearon datos de la FBN ya que no se conté con este dato para toda la coleccidén bacteriana, aunque su

resultado si estd incluido en IPPCV) (Figura 3.3.6i y Figura 3.3.6j):

5,004 O Bacillus

O Pseudomonas
O Pantoea

@ Enterobacter

@ Microbacterium
2,501 @ curtobacterium
O Otros

® No identificado

0,00

CP 2 (22,4%)

-2,50-

-5,00 . .
-5,00 -2,50 0,00 2,50 5,00
CP 1 (41,6%)

Figura 3.3.6i Biplot resultante del analisis de componentes principales sobre los indices relacionados a la colonizacién
vegetal (ICV), los mecanismos de promocidn del crecimiento vegetal (ISolP, SID, AUX) y su combinacion (IPPCV) de los
diferentes aislamientos bacterianos, discriminados segun asignacion taxondmica.

«»+ El analisis de componentes principales de los distintos aislamientos bacterianos respecto a los indices
calculados sobre las determinaciones in vitro sobre colonizacién vegetal y los mecanismos de promocion

del crecimiento vegetal determind que los dos CP expliquen un 64% de la variabilidad total. Un tercer y
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cuarto CP aportaron 18% y 16%, respectivamente. Para simplificar el analisis solo se analizan los CP1y CP2,

aunque pueden verse los resultados detallados en el PCA del ANEXO B..

++ Se observa una nube de puntos con cierta concentracion en el centro del grafico, de la cual se distin-
guen numerosos aislamientos bacterianos que se salen de la nube de puntos central, en direccién tanto

positiva sobre el CP1, como positivo para el CP2.

«» En base a la proyeccién de las variables sobre cada uno de los CP, se puede determinar que las pro-
yecciones positivas sobre el CP1 (41,6%) estan caracterizadas por altos valores de ICV, asi como por la
mayor actividad de solubilizacion de fésforo y produccién de sideréforos. Todo esto en conjunto se traduce
en un mayor valor del IPPCV, variable de mayor peso en el CP1. La mayor densidad de puntos desplazada
hacia el lado positivo del CP1 muestra que gran parte de la coleccién bacteriana generada mostré resulta-
dos positivos a las determinaciones sobre capacidad de colonizacion vegetal y mecanismos de promocion
del crecimiento. Se destacan algunos aislamientos con mayor proyeccidén pertenecientes a los géneros
Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Pantoea y Curtobacterium, entre otros, asi como algunos no identi-
ficados taxondmicamente (coincidente con los aislamientos bacterianos seleccionados por su mayor IPPCV,

mostrados en la Tabla 3.3.6b)

«* EI CP2 (22,4%) principalmente aporta una diferenciacion entre los aislamientos con mayor capacidad
de producir auxinas (ubicados sobre cuadrante positivo del CP2) y la mayor capacidad de produccion de

sideroforos (ubicados en el cuadrante negativo del CP2).

4,00+ AUX
2,00- e PPCV
=
2. ®*Eruto
@ 0,004 o
N o | T—— v
o ® Rizosfera ISolP
o Suelo ®
Tallo
-2,00-
_4!00_I T SIDI T T
-4,00 -2,00 0,00 2,00 4,00

CP 1 (55,3%)

Figura 3.3.6j Biplot resultante del analisis de componentes principales sobre los indices relacionados a la colonizacién
vegetal (ICV), los mecanismos de promocién del crecimiento vegetal (ISolP, SID, AUX) y su combinacién (IPPCV) en base
a los aislamientos bacterianos pertenecientes a cada microhabitat.
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¢ El anélisis de componentes principales respecto a los indices calculados sobre las determinaciones in
vitro sobre colonizacién vegetal y mecanismos de promocién del crecimiento vegetal que caracterizan a
cada microhabitat a través de los aislamientos bacterianos determiné que los dos CP expliquen un 88,2%
de la variabilidad total. Un tercer CP no mejord significativamente la variabilidad total explicada (los deta-
lles en el ANEXO: Capitulo 3).

«»* ElI CP1 (55,3%) separa a lo largo de su eje a los microhabitats, conformando 3 grupos con similar pro-
yeccion sobre este eje: (i) suelo, (ii) rizosfera-raiz, y (iii) tallo-fruto. Esto determina diferencias entre los
microhabitats respecto a su contribucién (de menor a mayor, respectivamente) de aislamientos bacteria-
nos con mayores valores en las determinaciones de colonizacién vegetal (ICV), actividad de solubilizaciéon

de fosforo y el IPPCV general (que incluye la FBN), en la coleccion generada.

+»+ En este mismo sentido, las muestras de endosfera vegetal y rizosfera se caracterizaron por una mayor
proporcién de aislamientos bacterianos que mostraron resultados positivos en las determinaciones sobre

mecanismos de promocién del crecimiento vegetal.

*»* El CP2 (32,9%) describe a cada uno de los microhabitats en base a las actividades de produccién de
auxinas (cuadrante positivo del CP2) y la produccién de sideréforos (cuadrante negativo del CP2) determi-
nada en los aislamientos bacterianos obtenidos de cada uno de ellos. Este eje permite diferenciar los agru-
pamientos de microhdbitats mencionados en el punto 2, distinguiendo a los aislamientos obtenidos de raiz
por sus mayores actividades de produccién de fitohormonas auxinicas y los de tallo, suelo y rizosfera por

mayor actividad de produccion de sideréforos.

3.3.7. EFECTO PROMOTOR DEL CRECIMIENTO VEGETAL IN VIVO DE AISLAMIENTOS BACTE-
RIANOS SELECCIONADOS

Las caracteristicas relacionadas a la colonizacion y a la promocién del crecimiento vegetal evaluadas in vitro
para cada uno de los aislamientos bacterianos de la coleccién permitieron seleccionar a 10 de ellos para eva-
luar su efecto promotor del crecimiento vegetal in vivo en cultivo de lechuga y tomate tanto en etapa de
plantin como en etapa productiva, cuyos resultados se detallan a continuacidn. Las caracteristicas de los cul-
tivos bacterianos utilizados para inocular en cada uno de los ensayos se detallan en la Tabla 6.3.2a del ANEXO
B.
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3.3.7.1 Ensayos en etapa de plantin

Los plantines sin inocular e inoculados al momento de la siembra con los aislamientos bacterianos seleccio-
nados en las especies horticolas lechuga y tomate, se crecieron en cdmara de cultivo con condiciones de tem-

peratura y fotoperiodo controladas. Los resultados detallados de cada uno de los ensayos se encuentran aqui.

En lo que respecta al cultivo de lechuga var. sagess, la produccién de plantines en las condiciones controla-
das fue exitosa, ya que se logrd obtener en todos los tratamientos plantines de calidad comparables a los
obtenidos por los viveros comerciales para la produccién horticola. En cuanto a los efectos de los diferentes
aislamientos bacterianos sobre la acumulacion de biomasa en los plantines y el area foliar, se comprobd que
algunos de estos aislamientos bacterianos seleccionados por sus caracteristicas de promocién del crecimiento
vegetal efectivamente aumentaron los pardmetros del crecimiento medidos, en comparacion con los planti-

nes sin inocular (Figura 3.3.7a y Figura 3.3.7b). El andlisis estadistico se detalla en el ANEXO B.
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Figura 3.3.7a Acumulacién de materia seca (mg plantin™) a los 30 dias desde la siembra en raiz (barras gris claro), parte
aérea (barras gris oscuro) y total (Rombos gris oscuro) en plantines de lechuga var. sagess no inoculados (control) e
inoculados con distintos aislamientos bacterianos en dos ensayos independientes (A y B). Los asteriscos rojos indican las
medias con diferencias significativas respecto al tratamiento control segun Test unilateral de Dunnett (p<0,05).
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A 35

30

Area foliar (cn? plantin)

TM 30 — Bacillus sp.

Figura 3.3.7b En (A) se detalla el 4rea foliar de plantines no inoculados e inoculados con distintos aislamientos bacterianos
a los 30 dias desde la siembra. Las cajas en gris claro representan a los tratamientos cuyos valores no difieren significati-
vamente del tratamiento control; y las cajas en gris oscuro con asterisco rojo representan los tratamientos inoculados
con mayor area foliar significativa respecto al tratamiento, segln Test unilateral de Dunnett (p<0,05). En (B), fotografia
de plantines del tratamiento No inoculado (control) y el inoculado con el aislamiento TM 30, del género Bacillus.

%+ La acumulacién de biomasa fue significativamente mayor en plantines inoculados con 4 de los aisla-
mientos seleccionados —en comparacidn con los no inoculados—, cuyos resultados fueron consistentes en
ambos ensayos independientes: (Tl 15_Pseudomonas sp.; Tl 28_Pseudomonas sp.; RhM 40_Bacillus sp.; TM
30_Bacillus sp.) (Figura 3.3.7a). Este incremento de biomasa total se observé reflejado tanto en el sistema
radical como en la parte aérea de los plantines, siendo que ambos parametros en los plantines inoculados

superaron lo observado en los plantines no inoculados (p<0,05).

++ Estos mismos aislamientos bacterianos inoculados a la siembra, promovieron un aumento del area
foliar de las primeras dos hojas en los plantines de lechuga (Figura 3.3.7b), con diferencias significativas res-

pecto al control sin inocular (p<0,05).

+» El aislamiento TM 30, perteneciente al género Bacillus, fue el que obtuvo numéricamente los mayores
valores de area foliar y acumulacion de biomasa, aumentando un 210% y entre un 50-64% dichos parame-

tros, respectivamente, en comparacion a los plantines de lechuga sin inocular.
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¢+ Si bien no se obtuvo el mismo resultado consistente en ambos ensayos como el descripto anterior-
mente, los aislamientos Rl 13_Peribacillus sp. y TM 31_Enterobacter sp. aumentaron significativamente el
peso seco de los plantines en al menos uno de los ensayos realizados; y TM 31_Enterobacter sp. también
aumentoé el area foliar de los plantines de lechuga.

La repeticion de estos ensayos en condiciones de produccién (vivero horticola Babyplant), en la variedad de
lechuga Emilia y bajo el manejo productivo cominmente empleado en dicha plantinera mostré resultados
consistentes en los pardmetros del crecimiento medidos en plantines inoculados con algunos de los aislamien-

tos bacterianos seleccionados (Figura 3.3.7c) (El analisis estadistico se detalla en el ANEXO B.):
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Figura 3.3.7c Acumulacién de materia seca (mg plantin™) a los 30 dias desde la siembra en raiz (barras gris claro), parte
aérea (barras gris oscuro) y total (Rombos gris oscuro) en plantines de lechuga var. emilia no inoculados (control) e
inoculados con distintos aislamientos bacterianos. Los asteriscos rojos indican las medias con diferencias significativas
respecto al tratamiento control seglin Test unilateral de Dunnett (p<0,05).

++ La acumulacion de biomasa total fue significativamente mayor en plantines inoculados con 4 de los
aislamientos seleccionados (p<0,05), en comparaciéon con los no inoculados. Tres de estos aislamientos bac-
terianos también promovieron significativamente la acumulacién de biomasa total en ambos ensayos en
condiciones controladas de laboratorio: Tl 15_Pseudomonas sp.; RhM 40_Bacillus sp.; TM 30_Bacillus sp.; el
aislamiento restante (Rl 13_Peribacillus sp.) mostré resultados significativos de aumento de la biomasa total

en un solo ensayo previo.

«»+ Este incremento de biomasa total se observo reflejado tanto en el sistema radical (salvo en el trata-
miento con RhM 40 que no se diferencié de la biomasa radical del control), como en la parte aérea de los

plantines, siendo que ambos pardmetros en los plantines inoculados superaron lo observado en los plantines
no inoculados (p<0,05).

206



Capitulo 3 Caracterizacion y seleccion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal aisladas
RESULTADOS de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate
Las diferencias mencionadas en aumentos de la biomasa aérea de los plantines al trasplante resultaron muy

notorias en la apariencia de los plantines, como se muestra en las fotografias de la Figura 3.3.7d a continua-

cion:

Figura 3.3.7d Fotografia de plantines de lechuga var. Emilia no inoculados, e inoculados con el aislamiento TM 30 del
género Bacillus, a los ~30 dias desde la siembra, crecidos en vivero horticola Babyplant SRL.

Los mismos aislamientos bacterianos se ensayaron en la produccién de plantines de tomate var. elpida, los
cuales se crecieron en cdmara de cultivo y luego de 40 dias desde la siembra e inoculacién se encontraron los
siguientes valores de biomasa seca radical, aérea y total expresados en mg plantin (Figura 3.3.7¢) (el andlisis
estadistico se detalla en el ANEXO B.):
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Figura 3.3.7e Acumulacién de materia seca (mg plantin) a los 40 dias desde la siembra en raiz (barras gris claro), parte
aérea (barras gris oscuro) y total (rombos gris oscuro) en plantines de tomate var. elpida no inoculados (control) e
inoculados con distintos aislamientos bacterianos. Los asteriscos rojos indican las medias con diferencias significativas
respecto al tratamiento control seglin Test unilateral de Dunnett (p<0,05).
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+»* La acumulacion de biomasa total fue significativamente mayor (38%) en plantines inoculados con el
aislamiento bacteriano TM 30, en comparacion con los no inoculados (p<0,05). Este incremento de biomasa
total se observd reflejado en la parte aérea de los plantines, ya que dicho parametro resulté significativa-
mente mayor que lo observado en los plantines no inoculados (p<0,05), sin diferencia en la biomasa radical

entre ambos tratamientos.

«»+ Otros dos aislamientos bacterianos inoculados en plantines de tomate mostraron una mejoria de los
pardmetros de biomasa acumulada respecto al control sin inocular: Tl 28 Pseudomonas sp.y Tl 6_Curtobac-
terium sp. promovieron el crecimiento de la parte aérea de los plantines, aumentando en un 29 y un 24% la

acumulacién de biomasa en comparacion al control sin inocular, respectivamente.

«»» Ninguno de los aislamientos bacterianos inoculados en plantines de tomate mostré una mejoria en el

crecimiento del sistema radical respecto al tratamiento sin inocular.

Los aumentos de la biomasa en los plantines inoculados con TM 30_Bacillus sp. y Tl 28_Pseudomonas sp.
se tradujeron en plantines con mayor desarrollo aéreo, como se muestra en las fotografias de la Figura 3.3.7f

a continuacion:

Inoculado TI 28 — Pseudomonas sp. Inoculado TM 30 — Bacillus sp.

Figura 3.3.7f Fotografia de plantines de tomate var. elpida no inoculados, e inoculados con el aislamiento Tl 28 y TM 30,
pertenecientes a los géneros Curtobacterium y Bacillus, respectivamente, a los 40 dias desde la siembra, crecidos en
condiciones controladas de laboratorio.

De los 3 aislamientos bacterianos que mostraron promover la acumulacidon de biomasa de la parte aérea de
plantines de tomate, solo uno de ellos mostrd incrementos significativos en el drea foliar respecto al control
sin inocular (p<0,05), y fue el aislamiento TM 30_Bacillus sp. Los resultados de &rea foliar expresados en cm?
por plantin para todos los tratamientos inoculados y no inoculado se muestran en la Figura 3.3.7g a continua-

cion:
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Figura 3.3.7g Area foliar de plantines no inoculados e inoculados con distintos aislamientos bacterianos a los 40 dias
desde la siembra. Las cajas en gris claro representan a los tratamientos cuyos valores no difieren significativamente del
tratamiento control; y las cajas en gris oscuro con asterisco rojo representan los tratamientos inoculados con mayor area
foliar significativa respecto al tratamiento, segln Test unilateral de Dunnett (p<0,05). Las fotografias a escala son las dos
primeras hojas de plantines de tomate elpida del tratamiento No inoculado (control) y el inoculado con el aislamiento
TM 30, del género Bacillus.

Los ensayos de promocién del crecimiento vegetal realizados en etapa de plantin en los cultivos de lechuga
y tomate, inoculando a la siembra los aislamientos bacterianos seleccionados, mostraron resultados intere-

santes (Tabla 3.3.7a):

Los aislamientos bacterianos inoculados mostraron mayores efectos promotores del crecimiento en el cul-
tivo de lechuga, mejorando tanto la acumulacidon de biomasa total como el area foliar de los plantines en
ambos cultivares de lechuga ensayados (sagess y emilia) y crecidos tanto en condiciones controladas de labo-

ratorio como en condiciones comerciales de produccidn.

Los resultados mas consistentes en cultivo de lechuga se obtuvieron con los aislamientos bacterianos TI
15_Pseudomonas sp., RhM 40_Bacillus sp. y TM 30_Bacillus sp., evidenciando su efecto promotor en los 3

ensayos realizados.

En plantines de tomate var. elpida se observé que Unicamente un aislamiento bacteriano (TM 30_Bacillus
sp.) mejord tanto la acumulacién de biomasa como el area foliar, mientras que otros dos aislamientos solo
mostraron una mayor biomasa aérea que no se tradujo en aumentos del area foliar (TI 28_Pseudomonas sp.

y Tl 6_Curtobacterium sp.).
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Tabla 3.3.7a Resumen de los resultados que mostraron un aumento significativo en parametros del crecimiento (biomasa
seca acumulada en sistema radical, parte aérea y total —PS Raiz, PS Aéreo y PS Total, respectivamente—, y area foliar) de
ensayos de promocion del crecimiento vegetal de aislamientos bacterianos seleccionados en etapa de plantin de cultivos
de lechuga y tomate crecidos en condiciones controladas (Lab) y comerciales de produccidn.

AISLAMIENTOS BACTERIANOS

. . o o ; . .
o = & @ @ & < S S
= n [ & g 2 n
g ) I3 = e 9 & 2 o 3 g o & 2 o § o) §
5 2 \g Ms s T g wg =5 0OF Mg = mS8 <8
_— -— = =~
S & S —§ -f 2= FS S8 8 sS= 2% =<8 s<s
S (8] o S S — O S = O = O w O
Q s hs] [ S Q k<) S -2 = =
Q N ] ]
S S @ Q S} IS @ = Bt =
Q Q 't' > o a < <
Q Q 3 S < W W
w
PS Raiz * * * * * *
= ,
E PS Aé- * * * *
© reo
)
PS Total * * * * *
PS Raiz * * *
‘u“o —_ PS Aé- * * * * *
5 & reo
ﬁ o)
Q 8 PSTotal * * * * *
Area fo- * * * * *
liar
— PS Raiz * * *
.©
Q ,
E PS Aé- * * * * *
& reo
S
PS Total * * * *
PS Raiz
2 - PS Aé- " " "
s = reo
1S o
S 8 PSTotal *
Area fo- *
liar

3.3.7.2 Ensayos de promocidn del crecimiento vegetal en etapa productiva bajo cubierta

Los ensayos en etapa productiva se llevaron a cabo en invernaderos dentro de la Chacra Experimental Go-
rina (Ministerio de Desarrollo Agrario — MDA). Los resultados detallados de cada uno de los ensayos se en-

cuentran aqui.

El resultado del andlisis de suelo muestreado en los inverndculos de la chacra experimental Gorina revela

las caracteristicas de un suelo levemente alcalino, con buenas aptitudes para la actividad agricola (buenos
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contenidos de materia orgénica, nitrégeno total, fésforo y cationes, y sin problemas de salinidad y/o sodici-

dad). Los resultados detallados se resumen en la Tabla 6.3.2t del ANEXO B.

- ENSAYOS EN LECHUGA

Los ensayos en cultivo de lechuga var. sagess y var. emilia —no inoculados, e inoculados a la siembra vy al
trasplante con distintos aislamientos bacterianos— transcurrieron sin aplicacién de fitosanitarios y sin incon-

venientes respecto a plagas y/o enfermedades (Figura 3.3.7h).

Cé)secha

Cultivo de lechuga var.

-

Figura 3.3.7h Ensayo de promocidn del crecimiento vegetal en lechuga (var. sagess y var. emilia) en invernaculo de la
chacra experimental Gorina (MDA).

Se evalué en ambos ensayos el peso comercial de las plantas a cosecha (g planta™), cuyos resultados se

detallan en la Figura 3.3.7i.

En ambos ensayos se observé al momento de la cosecha que los tratamientos presentaban plantas en dife-
rentes estadios de desarrollo vegetativo: mientras que las plantas de algunos tratamientos inoculados (TM
30 _Bacillus sp., Tl 28_Pseudomonas sp., y RhM 40_Bacillus sp.) ya se encontraban en calidad comercial para
ser cosechadas, otras plantas de tratamientos inoculados y el tratamiento control sin inocular adn no habian

alcanzado esta caracteristica.
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Figura 3.3.7i Resultados de los pesos comerciales a cosecha de plantas de lechuga var. sagess (A) y var. emilia (B) de los
distintos tratamientos (Control sin inocular e inoculados con distintos aislamientos bacterianos) del ensayo de promocion
del crecimiento vegetal en la chacra experimental Gorina (MDA).

++ Las diferencias en los pesos de las plantas de lechuga entre ambos ensayos se deben principalmente
a las caracteristicas de cada variedad de lechuga y a su momento de cosecha comercial: la lechuga var.
sagess es una lechuga mantecosa que forma un centro arrepollado medianamente compacto y mas pe-

sado; por otro lado, la lechuga var. emilia es de tipo crespa, mas laxa, voluminosa y liviana.

**» En ambos ensayos se observaron aislamientos bacterianos que incrementaron significativamente el

peso a cosecha comercial de las plantas de lechuga respecto al tratamiento control sin inocular:

— En el ensayo de lechuga var. sagess hubo 4 aislamientos bacterianos que incrementaron entre
30-37% el peso comercial de las plantas de lechuga: Tl 28_Pseudomonas sp., TM 30_Bacillus sp.,
RI 13_Peribacillus sp., y RhM 40_Bacillus sp.
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— En el ensayo de lechuga var. emilia hubo 3 aislamientos bacterianos que incrementaron entre 21-
32% el peso comercial de las plantas de lechuga: TM 30_Bacillus sp., RhM 40_Bacillus sp., y Tl

15_Pseudomonas sp.

+»+ Dos aislamientos mostraron mayores valores respecto al control en ambos ensayos, ambos pertene-
cientes al género Bacillus, uno aislado de tejidos internos de tallo y otro de rizosfera de plantas de tomate.
Cabe destacar que estos dos aislamientos bacterianos mostraron importantes aumentos en la acumulacion
de biomasa y area foliar en el cultivo de lechuga en etapa de plantin, tanto creciendo en condiciones con-

troladas de laboratorio, como en condiciones comerciales en plantinera.

*»* Los otros 3 aislamientos bacterianos que mostraron una mejoria en el peso de las plantas a cosecha
comercial, también mostraron efectos promotores del crecimiento en etapa de plantin en lechuga, aunque

mas variables que los mencionados anteriormente (Tabla 3.3.7a).

- ENSAYOS EN TOMATE

El ensayo en cultivo de tomate var. elpida se realizé en fecha de cultivo temprano para la zona del CHP, con
plantas no inoculadas (control), e inoculados a la siembra y al trasplante con distintos aislamientos bacteria-
nos. Durante el transcurso del cultivo no se identificaron problemas de plagas y/o enfermedades (Figura
3.3.7j).

«Crécimientovegetativo

Figura 3.3.7j Ensayo de promocién del crecimiento vegetal en cultivo de tomate var. elpida, en invernaculo de la chacra
experimental Gorina (MDA).
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Si bien no se evaluaron pardmetros de crecimiento intermedios durante la etapa vegetativa del cultivo, no
se apreciaron diferencias visuales entre las plantas de los distintos tratamientos inoculados y no inoculado,

creciendo todas las plantas de forma uniforme y robusta (Figura 3.3.7k).

Figura 3.3.7k Ensayo de promocidn del crecimiento vegetal en cultivo de tomate var. elpida en invernaculo de la chacra
experimental Gorina (MDA).

La cosecha del cultivo comenzé a principios del mes de noviembre/2021 y se extendid hasta fin de diciem-
bre/2021 realizando 6 cosechas en total. Los resultados del ensayo se muestran en las Figura 3.3.7| y Figura

3.3.7m a continuacion:
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Figura 3.5.7l Rendimiento acumulado del cultivo de tomate var. elpida. Promedio de los tratamientos inoculados y no
inoculado. Los resultados se expresan en g de fruto planta™.

214



Capitulo 3 Caracterizacion y seleccion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal aisladas
RESULTADOS de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate
*»* El rendimiento promedio de 165 plantas evaluadas (11 tratamientos * 5 bloques * 3 submuestras =
165 plantas) a lo largo de todo el ensayo fue de 3370 g planta™* de frutos. El tratamiento control no inoculado
tuvo una produccidn de frutos de tomates promedio de 2971 + 170 g planta, mientras que los tratamientos
inoculados con los diferentes aislamientos bacterianos rindieron entre 2991-3704 g planta, sin efecto sig-

nificativo de la inoculacién sobre el rendimiento del cultivo (p = 0,112).

+* Los tratamientos que numéricamente mostraron un mayor rendimiento del cultivo fueron los inocu-
lados con los aislamientos bacterianos TM 30_Bacillus sp. y RhM 40_Bacillus sp (~¥3700 + 450 g planta?), y el
aislamiento Tl 28_Pseudomonas sp. (~3600 * 693 g planta™).

%+ Si bien los resultados del andlisis estadistico no permiten afirmar un efecto promotor del crecimiento
sobre el rendimiento del cultivo de las diferentes bacterias inoculadas, se observaron resultados similares a
los obtenidos en ensayos previos (etapa de plantin en lechuga y tomate, y etapa productiva en cultivo de
lechuga) en los cuales estos tres aislamientos bacterianos muestran los mejores parametros del crecimiento

en las plantas evaluadas.
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Figura 3.3.7m Numero y peso de frutos en plantas de tomate no inoculadas (Control) e inoculadas a la siembra y al
trasplante con distintos aislamientos bacterianos, cultivadas bajo cubierta la chacra experimental Gorina (MDA).

+» La cosecha promedio del ensayo fue de 32 * 3 frutos planta™, con un peso de 104 + 3 g.

% Las plantas del tratamiento control sin inocular rindieron 29 + 5 frutos planta, con un peso de 104 +
14 g fruto’; mientras que la cosecha de las plantas inoculadas con los diferentes aislamientos bacterianos

mostré valores entre 27,7 — 35,1 frutos planta™, con un peso entre 99 — 108 g fruto™.
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¢ Las variables nimero de frutos y peso de los frutos no mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos no inoculado e inoculados a la siembra y al trasplante con los distintos aislamientos (p=0,928
y p=0,901).

3.3.8. APROXIMACION A NIVEL TAXONOMICO ESPECIE DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS
SELECCIONADOS

En base a lo visto en resultados de antagonismo contra hongos fitopatdgenos y sobre promocién del creci-
miento vegetal, se construyeron arboles filogenéticos con el objetivo de aproximar la asignacidn taxonémica

de especie para los aislamientos bacterianos del género Bacillus y Pseudomonas seleccionados.

- Aislamientos del género Bacillus

El alineamiento y la construccion del arbol filogenético por el método Neighbor-Joining con 1000 bootstrap

mostré los siguientes resultados (Figura 3.3.8a):

«» Algunos de los aislamientos bacterianos asociados inicialmente al género Bacillus por representar el
mejor alineamiento con la base de datos del NCBI (con un porcentaje de identidad cercano al 100%), pare-
cen no formar parte de este género al estar ubicados en la parte mas externa del arbol filogenético. Es el
caso de los aislamientos RM 1, RM 5y Rl 13. En los 3 casos, el alineamiento con la base de datos también
mostré la cercania de estos 3 aislamientos bacterianos al género Peribacillus con un porcentaje de identi-

dad de 96,77%, 97,82% y 100%, respectivamente.

%+ El resto de los aislamientos bacterianos seleccionados conforman dos grupos distanciados, con una

filogenia intragrupo muy cercana entre si:

— Uno de estos grupos estd conformado por los aislamientos RhM 40, Rl 16, Rl 48, y RM 6. Estos

aislamientos mostraron mayor cercania filogenética a B. pseudoflexus y B. zanthoxyli.

—> El otro de los grupos comprendié a los aislamientos bacterianos TM 36, Tl 26, TI 21 y TM 30, cerca-

nos filogenéticamente a B. velezensis, B. siamensis, y B. amyloliquefaciens.
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Figura 3.3.8a Arbol filogenético de 144 especies del género Bacillus, incluyendo los aislamientos bacterianos
seleccionados (nombres en color rojo) por sus caracteristicas de antagonismo y de promocién del crecimiento vegetal,
asignados al género Bacillus por mejor alineamiento de la secuencia del gen ARNr 16S con la base de datos del NCBI. El
arbol se realizé por el método Neighbor-Joining con 1000 bootstrap.
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- Aislamientos del género Pseudomonas

El alineamiento y la construccion del arbol filogenético por el método Neighbor-Joining con 1000 bootstrap
mostré que los aislamientos asignados previamente al género Pseudomonas, todos se ubicaron dentro de las
ramas centrales del arbol, indicando la cercania filogenética con este género. Sin embargo, las secuencias de
ARNr 16S generaron un arbol filogenético que resuelve en una rama principal a partir de la cual se desprenden
la mayoria de las especies empleadas para la construccién del drbol, determinando que el arbol construido a
partir de la secuencia del gen ARNr 16S resulta muy poco resolutivo para inferir el nivel especie de los aisla-

mientos bacterianos de la coleccion.
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3.4 DISCUSION GENERAL

La bioprospeccion microbiana, definida como la exploracién de la biodiversidad en la busqueda sistemética
de microorganismos completos y/o componentes naturales con posibles usos para beneficio del ser humano
en diferentes sectores (industrial, alimentario, cosmético, farmacéutico, agropecuario) (Castree, 2003), com-
prende las tareas de aislar, identificar, clasificar, y caracterizar a nivel bioquimico y genético a microorganis-
mos con potencial uso biotecnoldgico. En este sentido, en el presente capitulo se describieron los ensayos de
bioprospeccién bacteriana, tomando como objeto de estudio a la diversidad de bacterias cultivables asociadas
a distintos microhdbitats subterraneos y aéreos de plantas de tomate var. elpida que crecieron en dos sitios
distintos, en la busqueda de bacterias que potencialmente puedan emplearse en el desarrollo de bioinsumos

para el sector agricola/horticola.

Yax sy . . .z . . s . .
> El andlisis de los resultados evidencid que los diferentes microhabitats asociados a las plan-

tas de tomate var. elpida son habitados por diversas bacterias cultivables, muchas de las
cuales pudieron ser aisladas y conservadas en un medio de cultivo para heterétrofos, gene-
rando asi una coleccidén bacteriana compuesta por un gran numero de aislamientos edafi-

cos, rizosféricos y enddfitos de raiz, tallo y fruto.

Como se menciond previamente, los sesgos de las técnicas de aislamiento —causados en gran medida por
el medio de cultivo seleccionado, las condiciones en las cuales se hacen crecer los microorganismos, e incluso
el objetivo/criterio con el cual se realiza la seleccién— determina que las comparaciones de resultados en dis-
tintos estudios carezcan de afirmaciones rigurosas, ya que probablemente gran parte de las diferencias sean
explicadas por dichos sesgos. No obstante, y teniendo esto ultimo en cuenta, se encontraron numerosos tra-
bajos publicados en la ultima década que obtuvieron una gran diversidad de bacterias cultivables aisladas de
suelo, rizosfera y endosfera de diferentes plantas (Riva et al., 2022), incluso algunas de estas publicaciones
detallan la obtencién de aislamientos bacterianos a partir de plantas de tomate (generando una coleccién de
hasta 200 aislamientos bacterianos (Abdeljalil et al., 2016; Tabla 3.1.3a) siendo los microhabitats mas estudia-

dos los de rizosfera y endorizosfera.

< El andlisis taxondmico realizado Unicamente sobre los aislamientos bacterianos endéfitos
de raiz, tallo y fruto (150) de la coleccidn generada en este trabajo, mostré a los phylum
Proteobacteria (37,5% = 3,1% de Alfaproteobacteria + 34,4% de Gammaproteobacteria),
Actinobacteria (30%), Firmicutes (26,9%), y Bacteroidetes (5,6%). Se clasificaron en 33 gé-
neros en total, siendo los mas abundantes Bacillus (34), Pseudomonas (28), Curtobacterium

(17), Microbacterium (14), Chryseobacterium (8) y Pantoea (8).
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La descripcion taxondmica de la coleccidn bacteriana endéfita generada en este trabajo coincide con los
taxones bacterianos frecuentemente aislados de los entornos de las plantas, no solo de microhabitats endofi-
ticos, sino también de rizosfera y filosfera (Bulgarelli et al., 2013). Tal es asi que se describe a los géneros
Bacillus y Pseudomonas como ubicuos en comunidades microbianas tanto de suelo, asi como de rizosfera,
filosfera y endosfera de diversas plantas (Bulgarelli et al., 2013; Mongkolthanaruk, 2012), asi como al género
Pantoea mas vinculado a la colonizacién de 6rganos aéreos (Romero et al. 2016). En lo que respecta particu-
larmente a colecciones bacterianas generadas a partir de distintos microhabitats externos e internos de plan-
tas de tomate de diferentes variedades y cultivadas en diferentes condiciones edafoclimaticas, los géneros
mas reportados (Tabla 3.1.3a, 13 publicaciones) son Bacillus (10), Pseudomonas (7), Microbacterium (5), Rhi-
zobium (4), Acinetobacter (3), Enterobacter (3), y Pantoea (3); todos estos géneros fueron hallados en los

aislamientos bacterianos de este trabajo, con excepcién de Acinetobacter.

Puntualmente, se encontraron dos trabajos publicados por Lépez y colaboradores (Lépez et al., 2018; Lépez
et al., 2020) sobre aislamientos bacterianos obtenidos diferentes compartimentos endofiticos de plantas de
tomate var. elpida cultivadas en el CHP (estudio comparable con el realizado en este trabajo, aunque em-

pleando diferentes medios de cultivo), cuyos resultados se asemejan a los de este trabajo de tesis:

— En una coleccion de aislamientos mas acotada (36 aislamientos en total, obtenidos de endosfera de raiz,
tallo y fruto de plantas sanas y plantas con sintomas de mancha foliar gris; Lopez et al., 2020), encon-
traron predominancia de los mismos phylum, aunque con diferencias en la abundancia relativa: Proteo-
bacterias (75% = 4% de Alfaproteobacteria + 71% de Gammaproteobacteria), Actinobacteria (12,5%) y

Firmicutes (12,5%), sin hallar aislamientos bacterianos del phylum Bacteroidetes.

— En este mismo reporte, el género con mayor nimero de aislamientos fue Pseudomonas, seguido por
Curtobacterium, Microbacterium y Pantoea; similar a lo hallado en este trabajo de tesis. No se informan
aislamientos bacterianos del género Bacillus en ninguno de los microhdbitats endofiticos relevados (raiz,
tallo, fruto), resultado contrapuesto a lo descripto en este trabajo, donde este género fue el mas abun-

dante de la coleccidn.

— La caracterizacion taxondmica de aislamientos endéfitos encontrados en las semillas de tomate var.
elpida (Lopez et al., 2018), determind la presencia de los géneros Bacillus (22), Pseudomonas (12), En-

terobacter (7), Rhizobium (6) Burkholderia, y Stenotrophomonas.

Todos estos resultados en conjunto muestran que varios de los géneros asignados a la flora bacteriana cul-
tivable podrian ser habitantes frecuentes del entorno vegetal de las plantas de tomate, independientemente

de la localizacion y las diferentes caracteristicas de los suelos en donde las plantas de tomate sean cultivadas.
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<> La caracterizacién en base a antagonismo contra hongos fitopatégenos demostrd que,

dentro de la coleccién de bacteriana generada en este trabajo se encontraron bacterias ca-

paces de:

— Producir enzimas liticas de efecto antagonista (proteasa, lipasa, amilasa, quitinasa):

el 40,9% de los aislamientos mostraron al menos una actividad enzimética.

— Disminuir el crecimiento radial de 4 hongos fitopatdgenos (Alternaria alternata,
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporumy Sclerotinia sclerotiorum) en enfrentamientos
duales en placa: el 35% de los aislamientos inhibieron el crecimiento radial de al me-

nos uno de los cuatro hongos fitopatégenos evaluados.

— Inhibir la germinacidn de conidios de Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Fusarium

oxysporum en medio acuoso.

— Reducir —en mayor o menor medida— la incidencia y severidad de la afeccidn causada

por el fitopatégeno Botrytis cinerea en plantulas de lechuga durante su germinacion.

¢ Los indices calculados con los resultados de diferentes ensayos in vitro permitieron la selec-
cidon de 19 aislamientos bacterianos por su mejor desempefio como antagonistas: estos ais-
lamientos bacterianos fueron asignados a los géneros Bacillus/Peribacillus, Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Chryseobacterium, y Enterobacter; 16 de ellos provienen de endosfera

de raiz, tallo y fruto.

‘P Los 8 aislamientos que pudieron ser evaluados en cuanto a su antagonismo in vivo contra
Botrytis cinerea fueron asignados a los géneros Bacillus/Peribacillus (4), Pseudomonas, Chry-

seobacterium, Stenotrophomonas; 1 de ellos no fue identificado.

La caracterizacion de aislamientos bacterianos de la coleccién generada en este trabajo, coincide con la
bibliografia que describe a los géneros Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Chryseobacterium,
Enterobacter, Erwinia, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Stenotrophomonas, Streptomyces, y Xanthomonas
como agentes bacterianos de biocontrol (BCA, del inglés Biocontrol Agents), por evidenciar algun mecanismo
que prevenga o disminuya el impacto de las enfermedades flungicas y/o bacterianas (Bonaterra et al., 2022;
Kim et al., 2012), ya sea indirectamente por desencadenar la resistencia sistémica inducida en el vegetal, o
bien directamente a través de su interaccién negativa hacia el fitopatdgeno. En colecciones bacterianas gene-
radas a partir de plantas de tomate (Tabla 3.1.3a), también se han encontrado aislamientos bacterianos —
mayormente del género Bacillus— con actividad antagonista en ensayos in vitro y/o in vivo frente a distintos
fitopatdgenos fungicos y bacterianos (Amaresan et al. 2012; Abdeljalil et al., 2016; Tian et al. 2017; Lépez et
al., 2018; Flemer et al. 2022). El género Bacillus es posiblemente uno de los mas estudiados, caracterizados e

incluso utilizados como BCA contra diversos fitopatdgenos flungicos y bacterianos, siendo uno de sus rasgos

221


https://doi.org/10.3390/microorganisms10091759
https://doi.org/10.1016/j.cropro.2011.10.018
https://doi.org/%2010.1007/s13213-011-0321-7
https://doi.org/10.4172/2157-7471.1000351
https://doi.org/10.1016/j.agee.2017.06.041
https://doi.org/10.3390/agronomy8080136
https://doi.org/10.3390/agronomy8080136
https://doi.org/10.1094/PBIOMES-10-21-0067-R

Capitulo 3
DISCUSION GENERAL

Caracterizacion y seleccion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal aisladas

de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate

mas destacados la capacidad de producir metabolitos con actividad antimicrobiana, tensioactivos y moléculas

implicadas en la induccidn de respuestas de defensa de las plantas (Bonaterra et al., 2022). Estos antecedentes

denotan algunos de los mecanismos de la interaccién antagdnica bacteria-fitopatdgeno que podrian haberse

manifestado en los diferentes ensayos de caracterizacién realizados.

2 . . . .z . . P
> La caracterizacion en base a mecanismos de promocion del crecimiento vegetal demostré

gue, dentro de la coleccién de bacteriana generada en este trabajo se encontraron bacterias

capaces de:

Solubilizar una fuente insoluble de fésforo, evidenciado por el 42,9% de los aisla-
mientos, incluso 11 de ellos mostraron un area de solubilizacién 2 veces mayor a su

area de crecimiento.

Producir sideréforos, actividad mostrada por el 39% de los aislamientos.

Fijar nitrdgeno atmosférico: 36 aislamientos enddfitos demostraron la capacidad de
crecer formando una pelicula subsuperficial en medios de cultivo semisélido sin

fuente nitrogenada.

Producir fitohormonas de tipo auxinico: actividad demostrada por el 28,5% de los

aislamientos.

Promover el crecimiento vegetal en el cultivo de lechuga y tomate —tanto en etapa
de plantin como en etapa productiva y creciendo en diferentes condiciones de cul-
tivo—, a través de la mejora en ciertos parametros del crecimiento medidos, tal como
la biomasa seca acumulada (radical, aérea y total), el rendimiento del cultivo, y el

numero y peso de los frutos.

Los indices calculados con los resultados de diferentes ensayos permitieron la seleccién de
10 aislamientos bacterianos por su mejor desempefio en la caracterizacidn in vitro como
potenciales promotores del crecimiento vegetal: estos aislamientos bacterianos fueron
asignados a los géneros Bacillus/Peribacillus (3), Pseudomonas (2), Enterobacter (2), Curto-
bacterium, Flavobacterium y Agrobacterium; 9 de ellos provenientes de endosfera de raiz,

tallo y fruto, y el restante de rizosfera.

Los aislamientos bacterianos que mostraron resultados de promocion del crecimiento ve-
getal in vivo consistentes en los diferentes ensayos fueron asignados a los géneros Baci-

llus/Peribacillus y Pseudomonas.
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Al igual que lo mencionado previamente, la caracterizacidn de aislamientos bacterianos de la coleccidn ge-
nerada en este trabajo coincide con la bibliografia que describe a los géneros Azospirillum, Arthrobacter, Agro-
bacterium, Azotobacter, Azoarcus, Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium, Enterobacter, Gluconacetobacter,
Pantoea, Paraburkholderia, Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas, entre otros, como los mas reportados
por sus probadas propiedades promotoras del crecimiento vegetal (Arif et al, 2020; Gupta et al., 2021; Herrera-
Quiterio et al., 2020; Santoyo et al., 2016). Incluso, en otras colecciones de aislamientos bacterianos obtenidos
de plantas de tomate (Tabla 3.1.3a), también se ha encontrado que varios de estos géneros tienen la capacidad
de mostrar las actividades in vitro evaluadas en este trabajo, asi como de promover el crecimiento vegetal en
ensayos in vivo: de las 13 publicaciones sintetizadas en la Tabla 3.1.3a, en 10 de ellas se destacan a los aisla-
mientos asignados al género Bacillus como los mejores promotores del crecimiento vegetal en ensayos in vivo;
otras incluyen dentro de esta afirmacién a los géneros Pseudomonas, Rhizobium, Pantoea, Microbacterium,
entre otros (Amaresan et al. 2012; Abbamondi et al. 2016; Abdeljalil et al., 2016; Shaik & Thomas 2019; Tian
et al. 2017; Lopez et al., 2018; Flemer et al. 2022 Xu et al., 2014).

Como se describe al principio de este capitulo, tanto la actividad antagonista, como los mecanismos relacio-
nados a la promocion del crecimiento vegetal que se ponen en juego durante la interaccién benéfica planta-
bacteria pueden ser variados, e incluso manifestarse de forma combinada y simultanea, siempre influenciados
por diversos factores bidticos y abidticos. Aunque muchos microorganismos muestran un buen desempeiio
en ensayos especificos in vitro, su aplicacién en el campo a menudo no se traduce en una accién PGPB efectiva
debido a la heterogeneidad de factores del entorno que obstaculizan el establecimiento de microorganismos
inoculados. Si bien los diferentes ensayos realizados en este trabajo tienen alcances limitados en cuanto a la
dilucidacion especifica de la interaccion planta-bacteria mencionada anteriormente, asi como los factores que
pueden modificar la expresion de dichas interacciones, los resultados obtenidos se suman a la evidencia que
respalda el efecto significativo y beneficioso de ciertos microorganismos sobre el crecimiento y la salud vege-
tal.

La obtencidn de aislamientos bacterianos cuyos efectos benéficos sobre los cultivos horticolas en condi-
ciones productivas fueron evidentes, resulta de interés no solo por el potencial de estas bacterias para su
aplicacion biotecnolégica como bioinsumos bacterianos con fines biofertilizantes, fitoestimulantes y/o bio-
controladores en cultivos de interés agricola, sino también porque puede ayudar a dilucidar las bases genéticas
de multiples rasgos beneficiosos asociadas a la interaccidn planta-bacteria que se encuentre presente en sus

genomas (Romero et al. 2016).
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Capitulo 4 Conclusiones finales y perspectivas

4.1 CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

Al comienzo de este trabajo de tesis se detallé que en Argentina el cultivo de tomate es el segundo cultivo
horticola mds producido y que ocupa el primer lugar entre las hortalizas cultivadas bajo cubierta en inverna-
dero, concentrando su produccién principalmente en el Cinturén Horticola de La Plata, lugar donde fue desa-
rrollado este trabajo de tesis. Este es un cultivo con considerables exigencias nutricionales que normalmente
son suplidas por fertilizantes quimicos, sumado al tratamiento comun con fitosanitarios ya que presentan nu-
merosas plagas y enfermedades. En los Ultimos afios, el acelerado proceso de degradacion del suelo debido a
la implementacion de practicas agricolas intensivas ha llevado a una necesidad de investigacion y desarrollo
de practicas mas sustentables. Teniendo en cuenta que las plantas estan naturalmente colonizadas por comu-
nidades bacterianas ubicadas en la rizosfera, la filosfera y endosfera, y que muchas de estas bacterias juegan
papeles cruciales en la salud y el crecimiento de las plantas, enfocamos nuestro interés en el conocimiento de
la microbiota bacteriana asociada al cultivo de tomate con el objetivo general de poder aprovechar sus servi-
cios ecosistémicos para proporcionar soluciones sustentables a los desafios agricolas actuales. Aun es escasa
la informacidn en relacién a la microbiota de érganos tanto aéreos y subterraneos asi como de rizosferay de
suelo asociados a las plantas de tomate cultivadas en el CHP en condiciones de produccién, en particular de la
var. elpida (variedad utilizada por los productores de la region), que resulté de interés como planta modelo
para el estudio ecoldgico y de bioprospeccién de las comunidades bacterianas asociadas, haciendo uso de

técnicas dependientes e independientes de cultivo (moleculares).

%+ Enbase ala caracterizacion mediante técnicas de biologia molecular (ADN) de la microbiota bacteriana
asociada a diferentes microhdbitats de plantas de tomate elpida cultivadas en dos establecimientos co-
merciales del CHP, cuyos suelos difirieron en la acumulacién de précticas agricolas convencionales e in-

tensivas, se concluye que:

—> Se proporciond una caracterizacién completa y detallada de las comunidades bacterianas asociadas
a rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate variedad elpida.

— La abundancia, estructura, composicidn y funcionalidad de las comunidades bacterianas asociadas
tuvieron como principal determinante al microhabitat.

—> Los practicas agricolas continuas cominmente empleadas en la actividad horticola del CHP (la-
branza refinada, fertilizacién quimica/fertirriego, uso de agrogquimicos, enmiendas organicas, mo-
nocultivo) tuvieron impactos tanto negativos como positivos sobres las caracteristicas fisico-quimi-
cas del suelo, cuyo resultado combinado no se tradujo en la modificacién de las propiedades emer-
gentes, sino en el cambio en los perfiles taxondmicos de las comunidades bacterianas de suelo y
rizosfera.

— Los cambios en las comunidades bacterianas de suelo y rizosfera por efecto del sitio, no evidencia-
ron modificaciones en las comunidades de endosfera de plantas cultivadas en cada uno de ellos,
sugiriendo que las plantas de tomate son un hospedero robusto de sus comunidades bacterianas

de endosfera.
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—> El microhabitat de la rizosfera actué como interfase entre el efecto del suelo —que determiné sus
caracteristicas fisico-quimicas y contribuyo con ciertos taxones especificos—y el efecto del genotipo
vegetal —que a través de exudados radicales atrajo taxones especificos, independientemente del
sitio—.

—> Las comunidades funcionales mostraron respuestas similares a las mencionadas anteriormente

para las comunidades bacterianas en su conjunto.

++ La bioprospeccion bacteriana aplicada a la diversidad de bacterias cultivables asociadas a distintos

microhdbitats subterrdneos y aéreos de plantas de tomate var. elpida, mostré que:

—> Las plantas de tomate son un reservorio natural de diversas bacterias cultivables, muchas de las
cuales pudieron ser aisladas proporcionando asi una coleccién bacteriana compuesta por un gran
numero de aislamientos edaficos, rizosféricos y enddfitos de raiz, tallo y fruto.

—> Las caracteristicas taxondmicas de los aislamientos bacterianos endéfitos cultivables de la coleccidn
se asemeja a las descriptas para las plantas en general y es en gran parte coincidente con los repor-
tes de otras colecciones bacterianas reportadas para las plantas de tomate.

—> Numerosos aislamientos exhibieron multiples rasgos PGPB, posibilitando el calculo de indices que
demostraron ser efectivos para la seleccién de aquellos aislamientos bacterianos que mostraron
mejores resultados en las caracterizaciones in vitro.

—> Los aislamientos bacterianos seleccionados en base al indice de potencial biocontrolador (/PB) de-
mostraron su efecto antagonista al reducir la incidencia y severidad de la enfermedad causada por
Botrytis cinerea en plantulas de lechuga durante su germinacion.

— Algunos aislamientos bacterianos seleccionados en base al indice de potencial promotor del creci-
miento vegetal (IPPCV) y aplicados tanto a la siembra como a la siembra y al trasplante, efectiva-
mente mejoraron el crecimiento en el cultivo de lechuga, no solo en etapa de plantin, sino también
en la etapa productiva.

—> Algunos aislamientos bacterianos seleccionados en base al IPPCV mejoraron el crecimiento de plan-
tines de tomate cuando fueron inoculados a la siembra. La inoculacidn a la siembra y al trasplante
en cultivo de tomate con algunos de los aislamientos seleccionados mostré numéricamente un ma-
yor rendimiento del cultivo, aunque sin diferencias significativas.

—> El aislamiento TM 30_Bacillus sp. mostré los mejores y mas consistentes efectos de promocién del
crecimiento vegetal, tanto en cultivo de lechuga como en cultivo de tomate, resultando un poten-
cial candidato para el desarrollo de bioinsumos ya sea individuales o multiespecie acompafiado de

otros aislamientos que también resultaron promisorios.
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— El caracter endofitico de los aislamientos promisorios (8 promocidn de crecimiento y 16 biocontro-
ladores) les otorga un plus en comparacion con otras PGPB aislados de suelo o de zonas superficia-

les de las plantas.

Tal como se sefialdé previamente, el manejo de microbiomas tiene un papel central en la promocién del
crecimiento, el desarrollo, la productividad y el valor nutritivo de las plantas. Los bioinsumos actuales se basan
casi en su totalidad en cultivos bacterianos individuales con caracteristicas especificas como la fijacion de Ni-
trégeno, la solubilizacién de fosforo o la estimulacidn a través de fitohormonas. El conocimiento de una diver-
sidad detallada y los analisis funcionales de los microorganismos asociados a las plantas, proveen una mejor
comprension de la complejidad de la microbiota bacteriana, y ofrecen un inmenso potencial para generar
comunidades sintéticas hasta ahora muy poco explotado para el mejoramiento de la adquisicidon de nutrientes
y la resiliencia a los estreses abidticos y bidticos y, en ultima instancia, los rendimientos de los cultivos. El
desarrollo de cualquier comunidad microbiana requiere una coleccién de aislamientos prometedores funcio-
nalmente anotados y compatibles. Por lo tanto, serd apropiado utilizar holisticamente el conocimiento del
microbioma no cultivable generado a través de herramientas de genémica estructural y funcional, y la colec-
cion generada de bacterias cultivables para desarrollar nuevos bioinsumos multiespecie y comunidades bac-
terianas sintéticas que puedan funcionar como los biofertilizantes, biocontroladores de enfermedades y/o
bioestimulantes en pos de una agricultura sustentable. En este sentido, un esquema de las posibles acciones

a llevar a cabo con todos los datos que generados en este trabajo se muestra en la Figura 4.1a:

TOP DOWN Este trabajo de tesis

+
Metagendmica
Metatranscriptémica
Metaprotedmica

Redes de co-ocurrencia
Taxones clave

Comprender, predecir y direccionarla estructura
y funcionalidad de las comunidades microbianas

Este trabajo de tesis

Ingenieria de microbiomas ¥
Co-inoculacion Secuenciacion de genomas
Multiespecies Compatibilidad entre cepas
Comunidad sintética Estudios fisiologicos
BOTTOM UP

Figura 4.1a Acciones futuras posibles a partir de los datos generados en este trabajo.
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Ademas de los experimentos correspondientes a este trabajo de tesis, se realizaron también ensayos con
diversas bacterias PGPB comerciales y de coleccién aplicadas a diferentes cultivos horticolas, que contribuye-
ron al aprendizaje de las técnicas de laboratorio utilizadas a lo largo de este trabajo, asi como al analisis y
manejo estadistico de datos en relaciéon a los diferentes proyectos en los que participé en el MAALab. Los
resultados obtenidos y su respectivo analisis y discusidn, se sumaron a la presentacion de trabajos y participa-
cion en congresos y jornadas relacionados a la tematica de este trabajo de tesis, y me permitieron realizar las

siguientes publicaciones:

2018 Assessment of bacterial inoculant formulated with Paraburkholderia tropica to enhance wheat produc-
tivity. Pamela Romina Bernabeu, Sabrina Soledad Garcia, Ana Clara Lépez, Santiago A. Vio, Natalia Carrasco,
José Luis Boiardi, Maria Flavia Luna. World Journal of Microbiology and Biotechnology 34: 81.
https://doi.org/10.1007/s11274-018-2461-4

2018 Bioinsumos para una agricultura sustentable: Una breve mirada al mundo de los microorganismos. Juan
Manuel Crespo, Vio Santiago A. y Maria Flavia Luna. Presentacién de E-book (32 pag.) en Feria del Libro 2018.
Editorial Cibeles, Espafia. Auspiciado por Sintesis Quimica SA.

2019 Paraburkholderia tropica as a plant growth-promoting bacterium in barley: characterization of tissues
colonization by culture-dependent and -independent techniques for use as an agronomic bioinput. Garcia, Sa-
brina; Bernabeu, Pamela; Vio, Santiago; Cattelan, Natalia; Garcia, Julia; Puente, Mariana; Galar, Maria Lina;
Prieto, Claudia; Luna, Maria Flavia. Plant and Soil. Berlin: Springer. vol. n°. p - . ISSN 0032-079X.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-823414-3.00015-0

2020 Chapter 15 - Paraburkholderia. Vio, Santiago A., Garcia, S.S., Casajus, V., Arango, J.S., Galar, M.L., Berna-
beu, P.R., Luna, M.F... In: Amaresan, N., Senthil Kumar, M., Annapurna, K., Kumar, K., Sankaranarayanan, A.
(Eds.), Beneficial Microbes in Agro-Ecology: Bacteria and Fungi. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-823414-
3.00015-0. Elsevier, Academic Press, pp. 271-311. ISBN: 9780128234143

2020 Microbiota bacteriana asociada al cultivo de tomate: caracterizacion y seleccion de bacterias promotoras
del crecimiento vegetal. Vio, Santiago Adolfo. Investigacién Joven Vol 7 (2) EBEC UNLP 2020.

2022 Tracking and plant-growth—promoting effect of Paraburkholderia tropica MTo-293 applied to Solanum
lycopersicum. Vio Santiago A., Bernabeu, Garcia, Galar and Luna. Journal of Basic Microbiology 2022: 1-12.
https://doi.org/10.1002/jobm.202100628

2023 Multispecies Bacterial Bio-Input: Tracking and Plant-Growth-Promoting Effect on Lettuce var. sagess. Vio,
Santiago A.; Galar, M.L.; Gortari, M.C.; Balatti, P.; Garbi, M.; Lodeiro, A.R.; Luna, M.F. Plants 2023, 12, 736.
https://doi.org/10.3390/plants12040736
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CAPITULO 5: Anexo A Resultados y analisis estadisticos aplicados al Capitulo 2

5.1 RESULTADOS DE LAS EXTRACCIONES DE ADN

Tabla 5.1a Rendimiento obtenido en las extracciones de ADN bacteriano metagendmico de muestras de suelo, rizosfera
y endosfera de raiz, tallo y fruto de cultivos de tomate de dos establecimientos del CHP.

MUESTRA ESTABLECIMIENTO PESO SECO (%) CONCENTRACION DE ADN (ng/ul)

72,3% 32,9

Viento Norte 73,9% 48,9

2 73,7% 42,3
a 76,0% 47,5
Productor Mario 75,9% 38

76,7% 45,3

68,6% 36,6

© Viento Norte 67,3% 39,9

.g 64,4% 45,3

_g 69,5% 51,3

= Productor Mario 67,9% 48,7

69,0% 47,1

9,9% 43,8

Viento Norte 10,0% 40,7

N> 10,0% 24,4

2 8,0% 24,2

Productor Mario 9,1% 25,8

10,0% 26,1

9,9% 4,33

Viento Norte 9,2% 12,3

] 9,2% 19,5

i 12,6% 27,4
Productor Mario 8,9% 21

10,9% 27,7

10,8% 23,5

Viento Norte 9,5% 32,9

.g 8,1% 33,3

e 9,5% 29,6

Productor Mario 6,8% 28,7

5,4% 22,8
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5.2 CUANTIFICACION DE GENES MEDIANTE gPCR: FUNDAMENTOS, METODOLOGIA
Y APLICACION.

Esta técnica permite medir la abundancia y expresidn de marcadores genéticos taxondmicos y funcionales
en muestras de diversa naturaleza basada en la amplificacidn especifica de ADN (o ADN complementario si se
parte de una muestra de ARN, en cuyo caso la técnica se nomina RT-gPCR) mediante reaccion en cadena de la
enzima polimerasa (PCR) (Lahlali et al., 2021). El fundamento de la técnica se basa en incluir un fluorocromo
en la mezcla de la PCR, el cual se intercala entre las hebras de ADN de doble cadena y emite fluorescencia que
es captada por un sensor. A medida que transcurren los ciclos de reaccion de la PCR, el nimero de copias del
gen amplificado por la reacciéon va en aumento, como asi también la fluorescencia emitida, permitiendo de-
terminar en qué numero de ciclo de la reaccion (Ct) se sobrepasa el limite de fluorescencia establecido (thres-
hold). El resultado obtenido es un gréfico donde se puede observar el comportamiento de la fluorescencia
emitida a medida que transcurren los ciclos de PCR, a partir del cual se puede obtener el valor de Ct (Figura
5.2a).

PROCEDIMIENTO

ADN Mix rl]M "

Termociclador gPCR

RESULTADOS Curva de Melting

Gréfico de amplificacion s

>l 7.-4"’-—_—,
/ o
= =2 .‘
& P P & P ./ prd
< : /f /’ -
; ’”/ /,'//'.. :
' - Especificidad del producto

Fluorescencia emitida vs numero de ciclos de qPCR de gPCR

Figura 5.2a Resumen de la técnica qPCR para cuantificacién de genes.

Los estudios de qPCR/RT-qPCR pueden hacerse de forma comparativa entre distintas muestras y evaluar en
base al valor de Ct cudl es la muestra que contiene mayor/menor niimero de copias de un determinado gen;
o bien se puede obtener una cuantificacion absoluta del gen. Para esto ultimo es necesaria la construccién de

una curva de calibracién empleando un patrén de concentracién conocida del gen a cuantificar, obteniéndose
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un modelo matematico lineal (Y; = a + b X;) a partir del cual se puede estimar el nimero de copias del gen

en cada muestra.

Dado que el fluorocromo empleado se intercala de forma inespecifica entre las hebras de ADN de doble
cadena, resulta imprescindible asegurar la especificidad del producto de PCR amplificado asi como evitar la
formacidn de dimeros de primers (lo que provocaria una sobreestimacién del nimero de copias) (Lahlali et
al., 2021). La especificidad del producto de qPCR es verificada al final de la reaccién, momento en que el ter-
mociclador realiza la determinacién de la fluorescencia emitida a medida que se aumenta la temperatura. Por
las caracteristicas de la molécula de ADN, a determinada temperatura (especifica segun la extensién y el %GC
del amplicén) se separardn las hebras, disminuyendo la emisién de fluorescencia. Este resultado se visualiza
en un grafico denominado curva de Melting (Figura 5.2a), en el cual debe observarse un uUnico pico lo que se
traduce en un Unico producto de PCR (en caso de contar con un gen patron, el pico observado en las muestras

debe coincidir con el observado para el patrén)

5.2.1. RESULTADOS DE gPCR DEL GEN ARNr 16S

Debido a la presencia de productos inespecificos al realizar la amplificacién parcial del gen ARNr 16S en las
muestras se optd por utilizar dos pares de primers para cubrir la totalidad de las muestras (N=30). Por ello, se
utilizé un par de primers para cuantificar las muestras de suelo y rizosfera (799F-115R; ya que denotaban
productos de PCR inespecificos en las muestras de endosfera; Figura 5.2.1f, en grafica B) y otro par de primers
para cuantificar las muestras de endosfera de raiz, tallo y fruto (Bac1369F-Prok1492R; que amplificaban ines-

pecificamente en muestras de suelo y rizosfera; Figura 5.2.1f, en grafica C).

5.2.1.1 Cuantificacion en muestras de suelo y rizosfera

Determinacidn realizada con primers 799F (5'-AAC MGG ATT AGA TAC CCK G-3’) y 1115R (5'-AGG GTT GCG
CTC GTT G-3') descritos por Shade et al., 2013 en muestras de SUELO y RIZOSFERA.

- Construccion de la curva estandar

La curva estandar se generd empleando 6 diluciones a partir del patrén sintético con nimero de copias
conocido, determinandose el Ct por triplicado en las diluciones de los extremos y por duplicado en las dilucio-
nes intermedias (N=14) (Tabla 5.2.1a). Se utilizé la transformacion logaritmica decimal para el nimero de co-
pias del gen con el objetivo de estabilizar las varianzas y linealizar la regresién. Los valores de Ct se ajustaron

mediante regresion lineal por cuadrados minimos al siguiente modelo (Figura 5.2.1a):
Y; = 59,833 — 3,4948 X;

235


https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2021.e08142
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2021.e08142
https://doi.org/10.1128/mBio.00602-12

CAPITULO 5: Anexo A Resultados y analisis estadisticos aplicados al Capitulo 2

Se evalué la regresidon entre las variables y la falta de ajuste de los datos al modelo obtenido mediante el
andlisis de la varianza (ANAVA) con un nivel de confianza de 95% (Tabla 5.2.1b). Se calculé la eficiencia de

amplificacidn de la gPCR utilizando la pendiente (B = -3,4948) del modelo en la siguiente ecuacion:
Eficiencia (%) = (10C-1/73:4948) _ 14 100

Una pendiente préxima a -3,3 indica una eficiencia de amplificacidon de la PCR éptima del 100%. El valor

obtenido (93,26) se encuentra dentro del rango considerado aceptable para una curva estandar (85% a 115%
de eficiencia).

Tabla 5.2.1a Determinacion del Ct para diluciones del stock patron del gen sintético ARNr 16S con primers 799F-1115R.

DILUCION N° COPIAS / uL LOG N° COPIAS / uL VALOR DE CT
Stocks/d=1 12224660000 10,09 No determinado
1(1:5) 2444932000 9,39 27,35 25,71 28,01
2 (1:25) 488986400 8,69 28,91 29,34
3(1:125) 97797280 7,99 31,98 32,36
4(1:625) 19559456 7,29 34,77 35,04
5(1:3125) 3911891,2 6,59 36,63 36,19
6 (1:15625) 782378,24 5,89 39,03 38,79 39,82

Curva estandar. Gen ARNr 165

45
y =-3,4938x + 59,833

40 . R®=0,9828

35 o
G L]

30

| T
25 L ]
20
5,0 6,0 7,0 3,0 9,0 10,0

Log M® de copias del gen ARMr 165

Figura 5.2.1a Resultados de Ct de la qPCR con primers 799F-1115R para las diluciones a partir del stock sintético del gen
ARNr 16s. Sobre la grafica se detalla el modelo lineal ajustado y su coeficiente de determinacidn.

Tabla 5.2.1b Analisis de varianza del modelo de regresion lineal ajustado a los datos de Ct de las diferentes diluciones del
stock patrén del gen ARNr 16s con primers 799F-1115R. Variable: N° de copias g del gen ARNr 16s por gramo;
transformacién: logaritmica decimal; a=0,05; N=30; R?=0,9828.

FUENTE D,E VARIA- SUMA DE CUADRA- GRADOS DE LIBER- CUADRADOS ME- F P valor
CION DOS TAD DIOS
Log N° copias/pul 283,36 1 283,36 539 <0,01
Falta de ajuste 1,28 4 0,32 0,61 0,461
Error Puro 3,68 7 0,526
Total 288,32 12
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Figura 5.2.1b Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del

grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico Q-Q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

5.2.1.2 Cuantificacion en muestras de endosfera de raiz, tallo y fruto

Curva realizada con primers Bac1369F (5'-CGG TGA ATA CGT TCY CGG-3’) y Prok1492R (5’-GGW TAC CTT
GTT ACG ACT-3’) descritos por Suzuki et al., 2000.

- Construccion de la curva estdandar.

La curva estandar se generd empleando 6 diluciones a partir del patrdn sintético con nimero de copias
conocido, determinandose el Ct por triplicado en las diluciones de los extremos y por duplicado en las dilucio-
nes intermedias (N=14) (Tabla 5.2.1c). Se utilizé la transformacién logaritmica decimal para el nimero de co-
pias del gen con el objetivo de estabilizar las varianzas y linealizar la regresidn. Los valores de Ct se ajustaron

mediante regresion lineal por cuadrados minimos al siguiente modelo (Figura 5.2.1c):
Y; = 45,317 — 3,5522 X;

Se evalué la regresidon entre las variables y la falta de ajuste de los datos al modelo obtenido mediante el
analisis de la varianza (ANAVA) con un nivel de confianza de 95% (Tabla 5.2.1d). Se calculé la eficiencia de

amplificacidn de la gPCR utilizando la pendiente (B = -3,5522) del modelo en la siguiente ecuacidn:

Eficiencia (%) = (100-1/734948) _ 14100
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Una pendiente préxima a -3,3 indica una eficiencia de amplificacidon de la PCR éptima del 100%. El valor

obtenido (91,21) se encuentra dentro del rango considerado aceptable para una curva estandar (85% a 115%

de eficiencia).

Tabla 5.2.1c Determinacidn del Ct para distintas diluciones del stock patrén del gen sintético ARNr 16s con primers
Bac1369F-Prok1492R.

DILUCION N° COPIAS / uL LOG N° COPIAS / uL VALOR DE CT
Stocks/d=1 12224660000 10,09 No determinado
4 (1:625) 19559456 7,29 19,68 19,68 19,41
5(1:3125) 3911891 6,59 21,96 22,17
6 (1:15625) 782378 5,89 24,02 24,15
8(1:390625) 31295 4,49 29,29 29,42
9 (1:1953125) 6259 3,79 31,71 32,12
10 (1:9765625) 1252 3,09 34,43 34,19 34,28
Curva estandar. Gen ARNr 165
40,0
Yy =-3,5522x 4+ 45,317
2 —
35.0 . R*= 0,9989
30,0 ..
o
25,0 Te-
..
20,0 =
15,0
2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7.0 g.0
Log N de copias del gen ARNr 165

Figura 5.2.1c Resultados de Ct de la gPCR con primers Bac1369F-Prok1492 para las diluciones a partir del stock sintético
del gen ARNr 16s. Sobre la grafica se detalla el modelo lineal ajustado y su coeficiente de determinacidn.

Tabla 5.2.1d Analisis de varianza del modelo de regresion lineal ajustado a los datos de Ct de las diferentes diluciones del
stock patrén del gen ARNr 16s con primers Bac1369F-Prok1492R. Variable: N° de copias g del gen ARNr 16s g%;
transformacién: logaritmica decimal; a=0,05; N=30; R?=0,9989.

FUENTE D’E VARIA- SUMA DE CUADRA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS ME- F P valor
CION DOS BERTAD DIOS
Log N° copias/pl 456,46 1 456,46 12780,9 <0,01
Falta de ajuste 0,27 4 0,071 1,96 0,204
Error Puro 0,25 7 0,036
Total 456,98 12
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Figura 5.2.1d Comprobacion grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico Q-Q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

- Resultados de cuantificacion del gen ARNr 16S en muestras ambientales de suelo, rizosfera y
endosfera de raiz, tallo y fruto de tomate.

A continuacidn, se muestran los resultados de la cuantificacidon del nimero de copias del gen ARNr 16S para
cada una de las muestras de ambos establecimientos horticolas (Tabla 5.2.1e), la corroboracién de la especi-

ficidad de la gPCR (Figura 5.2.1e) y el andlisis estadistico de los datos (Tabla 5.2.1f)

Tabla 5.2.1e Resultados de la cuantificacidn del gen ARNr 16S en muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y
fruto de cultivos de tomate de dos establecimientos del cinturdn horticola de La Plata.

VIENTO NORTE PRODUCTOR MARIO
° : -1 a o A -1 a
MUESTRA & st N (c;l%?% g Prgz(.);) )IC @ i N E::lpz)lzlaos) g Pr?xnllb;) )IC
27,51 12155 28,14 4641
Suelo 26,96 10824 11423 + 676 28,53 3128 4889 + 1896
27,08 11282 27,56 6897
27,99 9179 27,85 7363
Rizosfera 27,83 12559 11049 £ 1718 27,86 9525 8136+ 1205
27,80 11411 27,96 7520
24,90 1,147 25,14 1,352
Raiz 25,12 1,197 1,07+0,2 24,85 1,104 1,13+0,2
25,77 0,859 25,42 0,924
27,25 0,177 27,21 0,248
Tallo 27,44 0,660 0,41+0,2 27,63 0,277 0,28 £ 0,04
27,74 0,382 27,19 0,323
29,41 0,059 28,93 0,059
Fruto 29,08 0,058 0,063 £ 0,008 28,66 0,085 0,08 £ 0,02
28,62 0,072 29,38 0,089
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Figura 5.2.1e Curva de melting del gen ARNr16S del patrdn sintético y de las diferentes muestras de suelo (BS) y rizosfera
(Rh) (en graficas Ay C), y endosfera de raiz (R), tallo (T) y fruto (F) (en graficas By D) para cada uno de los pares de primers

empleados.

Tabla 5.2.1f Analisis de varianza de resultados de cuantificacion del gen ARNr 16s de suelo, rizosfera y endosfera de raiz,
tallo y fruto de cultivos de tomate de dos establecimientos del cinturén horticola de La Plata. Variable: N° de copias g*
del gen ARNr 16s por gramo; transformacion: logaritmica decimal; a=0,05; N=30; CV=1,09.

SUMA DE CUA-

GRADOS DE LI-

CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P valor
Muestra 147,5 4 36,88 2335,7 <0,01
Establecimiento 0,08 1 0,08 51 0,03
Muestra*Establecimiento 0,2 4 0,05 3,2 0,02
Error 0,3 19 0,02
Total 148,09 28
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Gréfico de residuos Q-Qplot
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Figura 5.2.1f Comprobacidn gréfica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico Q-Q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.2.1g Comparacion de medias de la interaccion Muestra*Establecimiento mediante test de Tukey. Variable: N° de
copias g* del gen ARNr 16s por gramo; a=0,05; Diferencia minima significativa=0,35. Medias con una letra comun no son
significativamente diferentes (p > 0,05)

MUESTRA ESTABLECIMIENTO MEDIA DEL LOG. N° COPIAS ARNr 16S
Suelo Viento Norte 14,06 a

Rizosfera Viento Norte 14,04 a

Rizosfera Productor Mario 13,91 ab
Suelo Productor Mario 13,67 b
Raiz Productor Mario 10,05 c
Raiz Viento Norte 10,02 c
Tallo Viento Norte 9,55 d
Tallo Productor Mario 9,45d
Fruto Productor Mario 8,88 e
Fruto Viento Norte 88e

241



CAPITULO 5: Anexo A Resultados y analisis estadisticos aplicados al Capitulo 2

5.3 SECUENCIACION MASIVA POR TECNOLOGIA ILLUMINA. METABARCODING.

La secuenciacidn genética es una herramienta que permite conocer la composicion y ordenamiento de las
bases que conforman un fragmento de ADN, lo cual representa el andlisis mas detallado que puede obtenerse
a nivel molecular y posibilita identificar variantes en el material genético. El primer método de secuenciacion
de amplicones, registrado en 1975 por Sanger & Coulson (método de secuenciacidon Sanger, en sus inicios
realizado manualmente por electroforesis en gel y hoy en dia en forma automatizada por electroforesis capi-
lar), fue el punto de partida para el desarrollo de esta herramienta de biologia molecular que logré en 1995 la
secuenciacién completa del primer genoma bacteriano y hoy en dia supera los 120000 genomas bacterianos
completamente secuenciados y depositados en diferentes bases de datos (Hernandez et al., 2020). En la ac-
tualidad existen distintos métodos de secuenciacidn que han revolucionado completamente los estudios bio-
l6gicos, principalmente el campo de la microbiologia, con secuenciadores capaces de obtener la secuencia de
millones de fragmentos de ADN en un Unico proceso de secuenciacién y de forma masiva (High-Throughput
Sequencing, HTS), elevando significativamente el rendimiento a un menor costo. Mayormente, la secuencia-
cién genética es un servicio ofrecido por laboratorios especializados que cuentan con los diferentes equipos y
tecnologias de secuenciacién, entre los cuales se puede optar segun el tipo de investigacién que se esté lle-
vando a cabo (secuenciacion shotgun® (gendmica/metagendmica), o secuenciacién de amplicones especificos
(metabarcoding, técnica empleada en esta tesis doctoral), entre otros), basados en el largo del fragmento a
secuenciar, la cantidad de lecturas que se desean obtener, el nimero de muestras y la tasa de error dispuesta

a asumir.

- ADN barcoding / Metabarcoding

El cédigo de barras en relacidn al ADN refiere a la particularidad de secuencias cortas de ADN como marca-
dor para establecer diferencias entre distintos taxones microbianos, lo cual permite el reconocimiento y la
asignacién taxonomica (Wilson, 2018). Debido a esto, los genes a ser empleados para metabarcoding deben

cumplir con ciertas caracteristicas como son:

(i)- Contener regiones con variabilidad y divergencia genéticas significativas a nivel de especie.

(ii)- Poseer sitios conservados contiguos a las regiones variables, que se pueden usar para disefar cebadores

de PCR universales.

Si bien existen regiones del ADN que cumplen con estas caracteristicas, el gen que codifica para la subuni-
dad menor del ARN ribosomal 16S en bacterias (que tiene una longitud ~1500pb y cuenta con 9 regiones
hipervariables, V1-V9) es el mas ampliamente utilizado para estudios de filogenética y taxonomia bacteriana.

Por este motivo, se ha referido con el nombre de metabarcoding a la técnica de secuenciar total o

16 Fraccidn aleatoria de las moléculas de ADN en miles de pequefios fragmentos, los cuales son secuenciados masiva-
mente y luego a través de softwares de bioinformatica son alineados para reconstruir la secuencia de la molécula entera.
Esto aplica tanto para la secuenciacién del genoma de un organismo como para la secuenciacion del metagenoma de una
muestra bioldgica ambiental.
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parcialmente la secuencia de ADN del gen ARNr 16S en bacterias (asi como su andlogo ITS en hongos, o 18S
en eucariotas), extraido de muestras ambientales con el objetivo de caracterizar la diversidad taxondmica de

dichas comunidades (Wilson, 2018).

Tanto para metabarcoding como para otros estudios en el campo de la ecologia microbiana, la tecnologia
de secuenciacion lllumina es la mas ampliamente utilizada debido a su gran capacidad de secuenciacion (que
permite detectar microorganismos incluso a muy baja abundancia relativa), su baja tasa de error y la posibili-
dad de secuenciar paralelamente varias muestras (Cortés-Lopez et al., 2020; Lahlali et al., 2021). La obtencidn
de secuencias de ADN por medio de /llumina se basa en lecturas de fluorescencia emitidas por millones de
celdas que agrupan a los fragmentos de ADN inmovilizados en la placa sélida multicelda, conforme transcurre

la sintesis de dichos fragmentos utilizando nucleétidos marcados con fluoréforos.

La rutina de secuenciacién de amplicones (metabarcoding) por lllumina consta de 3 etapas basicas (Figura
5.3a):

- Ampilificacién por PCR del gen a secuenciar y adicion de adaptadores?’ e identificadores®®.

- Adhesidn sobre la placa solida multicelda y amplificacion de los fragmentos de ADN por PCR en puente.

con el objetivo de generar un nucleo con gran densidad de hebras del mismo fragmento para amplificar la

sefial. Se elimina la hebra reversa para unificar el sentido de secuencia de todos los fragmentos.

- Deteccion de bases (A, T, Cy G) a través de repetidos ciclos de adiciéon de nucledtidos y lavado, en los

cuales una ADN polimerasa afiade Unicamente un nucledtido marcado con un fluoréforo especifico por ciclo,
emitiendo fluorescencia de longitud de onda especifica la cual es captada por un sensor y traducida al lenguaje

computacional. Esta secuencia ocurre paralelamente en las todas las celdas de la placa sélida multicelda.

17 Secuencias de nucledtidos que permitiran que el gen de interés se adhiera a la placa sélida multicelda del secuenciador.
18 Secuencias de nucleétidos especificos que permiten identificar durante el andlisis bioinformético las distintas mues-
tras secuenciadas paralelamente en una misma corrida.
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CAPITULO 5: Anexo A Resultados y analisis estadisticos aplicados al Capitulo 2
(i) Amplificacién del gen a secuenciar y agregado de adaptadores e identificadores

ﬁ Adaptadores
Muestra 2 21 —
‘ PCR > )
Identificadores

] A ——

Muestra 1 —

(ii) Adhesion a la placa y amplificacién por PCR en puente

.. Placa sélida |
‘ ulticelda I

J'—’lllliidl

Adhesion PCR puente
(iii) Deteccién de bases
’\“ Sensor ,
Emision de / \ X
fluorescencia :
A Rt
) " o
<>
a3 i I bk
b | |||I| | 3 33
. Archivo con
I secuencias

Figura 5.3a Principales etapas en la secuenciacion por tecnologia lllumina.

El resultado arrojado por el equipo secuenciador son dos archivos de texto (R1 correspondiente al sentido
forward; y R2 correspondiente al sentido reverse de la secuenciacidn), el cual contiene los millones de lecturas
(reads) obtenidas, detallando para cada lectura la secuencia especifica de nucleétidos (comprendida por los
adaptadores, barcodes, primers y el amplicdn de interés) y un score'® asignado para cada una de las bases que
indica la confianza en la deteccidn y asignacién de cada base en cada posicidn. La informacién detallada en los
archivos de salida del secuenciador, denominados como datos crudos de secuenciacion, debe ser procesada
posteriormente mediante diversas herramientas bioinformaticas para filtrar esos datos crudos y a partir de

los datos mas confiables realizar diferentes analisis.

19 Determina la probabilidad de que una base sea asignada incorrectamente. El score (Q) va de 0 a 40, siendo Qa0 = 90%
precision, Q2o = 99% precisidon, Qo = 99,99% precisidn.
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CAPITULO 5: Anexo A

5.3.1.

Resultados y analisis estadisticos aplicados al Capitulo 2

RESULTADOS CRUDOS DE SECUENCIACION, FILTRADO, AGRUPACION EN OTUS Y CO-

BERTURA DE SECUENCIACION

Tabla 5.3.1a Numero de secuencias crudas obtenidas del secuenciador, secuencias retenidas luego de las distintas etapas
del filtrado [1-4] y cobertura de secuenciacidn para cada una de las muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo
y fruto (S, Rh, R, Ty F, respectivamente) de plantas de tomate de dos establecimientos (VN: Viento Norte; M: Productor
Mario) del CHP.

ETAPA [1] [2] [3] [4]
%) - \F} 1 »
~ ~ (@) N
9 = 3 B 2 9 s 2 é Q © S
S S £ o Bt P 988s8 R &
0 L3 % L D= T o, o 8 w S 8§ o v O o]
© S = Q@ g 8 g (] SO ¥ w S T3 S
5 5 S < - =l 95 2 S S8 Y 3 g = £
) S g = 8§ ST E § 35K 3 3 = S
S c B 2 S S8T S Y S 8§ ) o W 8
L = o 2 g S 3 S L E 9 g 3 S 3 °
o S S S O = 3 S E Q O =] O
v L e =E < o =F 8 2 &\
“ 3= wSs_g »w o & 3 ®
SVN1 132837 124531 5780 108133 2217 81,4% 98,3%
SVN 2 98241 93020 5338 81078s 2194 82,5% 97,9%
SVN3 114097 110999 5555 97828 2184 85,7% 98,1%
SM1 93565 85054 5357 73235 2165 78,3% 97,8%
SM2 107123 96331 5501 79963 2187 74,6% 97,9%
SM3 105621 97586 5783 83991 2230 79,5% 97,8%
RhVN 1 99957 90665 5092 80498 2196 80,5% 98,0%
Rh VN 2 101476 96422 5475 84774 2268 83,5% 97,9%
RhVN3 106962 102529 5293 91834 2209 85,9% 98,0%
RhM1 119363 114385 6445 98612 2385 82,6% 98,0%
RhM 2 129623 122058 6451 105515 2368 81,4% 98,1%
RhM3 k] 117231 109255 6515 93887 2369 80,1% 97,9%
RVN1 g 123573 116887 2926 102993 871 83,3% 98,5%
R VN 2 ke 87629 80296 2573 68005 940 77,6% 98,3%
(8]
RVN3 § 129500 123017 2956 110308 896 85,2% 98,6%
RM1 § 130564 121764 3272 110302 1022 84,5% 98,6%
RM2 § 95443 86461 2865 77894 963 81,6% 98,2%
RM3 8 66733 61873 2664 52616 1021 78,8% 98,0%
o0
TVN1 ~ 63203 60436 723 14378 316 22,7% 97,2%
TVN?2 33544 32048 521 25309 250 75,5% 98,8%
TVN3 68125 64511 824 12157 332 17,8% 95,9%
TM1 73902 69995 1110 40130 388 54,3% 98,3%
TM?2 42129 40169 828 19178 328 45,5% 97,5%
TM3 69063 65821 1080 28514 364 41,3% 97,8%
FVN1 35044 28722 535 14313 29 40,8% 97,1%
FVN2 35277 30578 372 7395 28 21,0% 96,1%
FVN 3 33144 27764 558 12851 28 38,8% 96,6%
FM1 49043 43913 567 4727 29 9,6% 89,6%
FM2 30877 25181 482 15748 30 51,0% 97,8%
FM3 44017 35047 780 25979 31 59,0% 97,7%
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CAPITULO 5: Anexo A Resultados y analisis estadisticos aplicados al Capitulo 2

Tabla 5.3.1b Numero de OTUs y cobertura de secuenciacién de las distintas muestras a distintos valores de normalizacidn
del numero de secuencias.

Normalizacion 12157 secuencias 4727 secuencias
Muestras Numero de OTUs Cobertur:a de s€ Numero de OTUs Cobertur'a de S€-
cuenciacion cuenciacion
SVN1 1588 85,1% 1180 61,8%
SVN2 1604 85,7% 1194 63,2%
SVN3 1528 84,9% 1107 61,1%
SM1 1683 86,8% 1206 66,0%
SM2 1588 86,3% 1190 64,8%
SM3 1641 84,9% 1210 61,2%
RhVN 1 1583 86,7% 1176 65,8%
Rh VN 2 1623 85,1% 1182 61,6%
Rh VN3 1493 84,8% 1047 60,8%
RhmMm1 1830 83,7% 1347 58,0%
Rh M2 1866 83,5% 1422 57,6%
RhmMm3 1810 83,6% 1355 57,8%
RVN1 499 87,6% 344 68,1%
RVN 2 584 90,3% 387 75,1%
RVN3 502 87,2% 506 67,2%
RM1 533 87,3% 344 67,4%
RM2 564 88,2% 402 69,6%
RM3 694 91,2% 370 77,3%
TVN1 299 96,7% 209 91,5%
TVN 2 190 97,4% 113 93,4%
TVN3 332 95,9% 215 89,4%
TM1 235 94,5% 154 86,0%
TM2 271 96,0% 198 89,7%
TM3 248 94,8% 171 86,5%
FVN1 29 96,6% 27 91,4%
FVN 2 - - 26 93,9%
FVN3 27 96,5% 27 90,9%
FM1 - - 29 89,6%
FM2 29 97,2% 28 92,7%
FM3 31 95,1% 29 87,5%
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CAPITULO 5: Anexo A Resultados y analisis estadisticos aplicados al Capitulo 2

5.3.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS INDICES DE ALFA-DIVERSIDAD

5.3.2.1 ANAVA del indice Chao-1 a nivel de phylum

Tabla 5.3.2a Analisis de varianza del indice Chao-1 a nivel de phylum calculado con los datos de secuenciacién masiva de
la regidn V3-V4 del gen ARNr 16S. Variable: Chao-1 a nivel de phylum; N=28; CV=11,3.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION F P VALOR
DRADOS BERTAD MEDIOS
Muestra 2248,58 4 562,15 125,44 <0,01
Establecimiento ~0,00 1 0,00 0,00 >0,99
Muestra*Establecimiento 11,75 4 2,94 0,66 0,63
Error 80,67 18 4,48
Total 2630,71 27
Grafico de residuos Q-Q plot
5,301 - ? 4.831n= 28 r= 0,959 (ROUO Chao-1) .
273 g
- ! : 8 2,504
5 . - % Z
§ 047{ * : . :- < 047
g . . . ;
-2.404 § 247
#| Test de Cochran (o=0,05) @ Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
Gesieutada = 0,387 £ W* =0,97
g7l . . . Giomieo :I0.445 . g as) . PI“_.. = 0,762 . |
065 8,07 1550 2293 30,35 -4.50 =217 0,17 250 4,83
PRED Chao-1 Cuantiles de una Normal(4,2188E-015,2 9877)

Figura 5.3.2a Comprobacion grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del

grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.3.2b Comparacidn de medias del factor Muestra mediante test de Tukey. Variable: Chao-1 a nivel de phylum;
a=0,05; N=6 para suelo, rizosfera, raiz y tallo; N=4 para fruto; Diferencia minima significativa=3,87. Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

MUESTRA CHAO-1 (PHYLUM)
Suelo 28,4 a
Rizosfera 27,8 a
Raiz 18,7b
Tallo 11,0 c
Fruto 2,0d
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5.3.2.2 ANAVA del indice Chao-1 a nivel de orden

Tabla 5.3.2c Andlisis de varianza del indice Chao-1 a nivel de orden calculado con los datos de secuenciacién masiva de
la region V3-V4 del gen ARNr 16S. Variable: Chao-1 a nivel de orden; N=28; CV=7,2.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION

F P VALOR
DRADOS BERTAD MEDIOS 2
Muestra 82801,09 4 20700,27 464,39 <0,01
Establecimiento 0,001 1 0,001 0,00003 0,99
Muestra*Establecimiento 333,91 4 83,48 1,87 0,1591
Error 802,36 18 44,58
Total 92041,76 27
Grifico de residuos Q-Qplot
16,82 o | Testdecochran(a-0,05) T 1558n=28 1= 0,972 (RDUO Chao-1) -
Gseuings = 0,398 @
Geoea = 0,445 5
_ 10,01 . - % 895
& (]
© - o
§ 3,21 ] * ': 2 23
9 ¥ ! . .o E
580 . . ‘Ei 433 Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
. . E W* =0,95
s0a0l | . . . 3 o) . P\‘.,:. = 0,472 . |
-298 39,10 81,18 12327 165,35 -10,97 -4.33 2.3 8,95 15,58
PRED Chao-1 Cuantiles de una Normal{-1 5162E-01429717)

Figura 5.3.2b Comprobacion grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del

grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.3.2d Comparacién de medias del factor Muestra mediante test de Tukey. Variable: Chao-1 a nivel de orden;
a=0,05; N=6 para suelo, rizosfera, raiz y tallo; N=4 para fruto; Diferencia minima significativa=12,22. Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

MUESTRA CHAO-1 (ORDEN)
Rizosfera 155,6 a
Suelo 151,5a
Raiz 76,6 b
Tallo 44,2 c
Fruto 53d
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CAPITULO 5: Anexo A Resultados y analisis estadisticos aplicados al Capitulo 2

5.3.2.3 ANAVA del indice Chao-1 a nivel de género

Tabla 5.3.2e Analisis de varianza del indice Chao-1 a nivel de género calculado con los datos de secuenciacién masiva de
la region V3-V4 del gen ARNr 16S. Variable: Chao-1 a nivel de género; N=28; CV=7,1.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR

Muestra 726779,14 4 181694,79 494,91 <0,01
Establecimiento 144,00 1 144,00 0,39 0,54
Muestra*Establecimiento 3408,02 4 852,00 2,32 0,10

Error 6608,24 18 367,12

Total 810428,01 27
Gréfico de residuos Q-Qplot
3872 . 34,931 n= 28 r= 0,977 (RDUO Chao-1) .

s
o
i
Q
17,91 o i
_ . . . = 16.02
: ]
2 " o
< 8 YL o
[ST Y% * . . < 2901
e . vy @ B
= . c
0 o
[id e o
-23,71 L ° 51824
Test de Cochran (a=0,05) 4 ’ Test de Shapiro-Wilks (0=0,05)
Gsuiate = 0,396 b= W* =0,97
. Gprypes = 0,445 T P, = 0,866
452 : . ; .| O 4073 . : : ‘
-16,10 11095 238,00 365,05 492 10 -40.73 -21.82 -2.90 16,02 3403
PRED Chao-1 Cuantiles de una Normal(5,862E-014,244 75)

Figura 5.3.2c Comprobacion gréfica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.3.2f Comparacion de medias del factor Muestra mediante test de Tukey. Variable: Chao-1 a nivel de género;
0=0,05; N=6 para suelo, rizosfera, raiz y tallo; N=4 para fruto; Diferencia minima significativa=35,1. Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

MUESTRA CHAO-1 (GENERO)
Rizosfera 456,5 a
Suelo 446,0 a
Raiz 224,4 b
Tallo 128,7 c
Fruto 10,0d
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Resultados y analisis estadisticos aplicados al Capitulo 2

5.3.2.4 ANAVA del indice de Shannon-Wiener a nivel de phylum

Tabla 5.3.2g Andlisis de varianza del indice de Shannon-Wiener a nivel de phylum calculado con los datos de
secuenciacion masiva de la regidn V3-V4 del gen ARNr 16S. Variable: Shannon-Wiener nivel de phylum; N=28; CV=15,4.

. SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS
FUENTE DE VARIACION F P VALOR
u clo DRADOS BERTAD MEDIOS o
Muestra 14,93 4 3,73 99,28 <0,01
Establecimiento 1,0E-04 1 1,0E-04 2,7E-03 0,96
Muestra*Establecimiento 0,18 4 0,04 1,18 0,35
Error 0,68 18 0,04
Total 17,27 27
Gréfico de residuos Q-Q plot
0,381 . 'S 0341n=28 r=0,929 (RDUO Shannon) . 2
. =
R £z
_ 015 ' . S 013
2 P at 8 ﬂ'.
S ' . e e 3 .
wn -009q - - - 8 -0 .00 a®
Q » @ . .
2 . - .
12 a
0,33 o _0Aa0d
Test de Cochran [a=0,05) @ Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
Grsutass = 0,437 = W* =0,91
056) . Goripes = 0,445 § . Pyer = 0,07
. . : . . o 0524 . . . .
0,05 0,54 1,12 1,70 228 0,52 0,30 0,09 0,13 0,34

PRED Shannon

Cuantiles de una Normal(-5,1546E-017,0,025059)

Figura 5.3.2d Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-

Wilks (der).

Tabla 5.3.2h Comparacién de medias del factor Muestra mediante test de Tukey. Variable: Shannon-Wiener a nivel de
phylum; a=0,05; N=6 para suelo, rizosfera, raiz y tallo; N=4 para fruto; Diferencia minima significativa=0,23. Medias con
una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

MUESTRA SHANNON-WIENER (PHYLUM)
Rizosfera 2,152
Suelo 2,22
Raiz 0,95 b
Tallo 0,71 c
Fruto 0,06 d
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5.3.2.5 ANAVA del indice de Shannon-Wiener a nivel de orden

Tabla 5.3.2i Analisis de varianza del indice de Shannon-Wiener a nivel de orden calculado con los datos de secuenciacion
masiva de la region V3-V4 del gen ARNr 16S. Variable: Shannon-Wiener nivel de orden; N=28; CV=16,4.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION F P VALOR
u clo DRADOS BERTAD MEDIOS o
Muestra 37,94 4 9,49 54,78 <0,01
Establecimiento 0,07 1 0,07 0,41 0,5323
Muestra*Establecimiento 0,11 4 0,03 0,16 0,9559
Error 3,12 18 0,17
Total 45,41 27
Grifico de residuos Q-Q plot
0,88 . 'S 0.781n=28 r= 0,884 (RDUO Shannon) .
L ] - %
- 0,33 . O 028
: ' . 2
= L]
w -0,231 g 0234
(@] L] m
= - Pt
2 -
-0,784 S 073
Test de Cochran [a=0,05) @ Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
Gegeutado = 0,441 = W* =0,91
. G = 0,445 © P, = 0,065
-1,34- . =] -
T T T T T (@] -124- ¢ T T T T
0.26 1,20 214 3,08 4,02 -1.24 -0,73 -0,23 0,28 0,78
PRED Shannon Cuantiles de una Normal(-9 5162E-017,0,11544)

Figura 5.3.2e Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.3.2j Comparacién de medias del factor Muestra mediante test de Tukey. Variable: Shannon-Wiener a nivel de
orden; a=0,05; N=6 para suelo, rizosfera, raiz y tallo; N=4 para fruto; Diferencia minima significativa=0,76. Medias con
una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

MUESTRA SHANNON-WIENER (ORDEN)
Rizosfera 3,822
Suelo 3,76 a
Raiz 2,39b
Tallo 1,52 c
Fruto 0,46 d
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5.3.2.6 ANAVA del indice de Shannon-Wiener a nivel de género

Tabla 5.3.2k Andlisis de varianza del indice de Shannon-Wiener a nivel
masiva de la region V3-V4 del gen ARNr 16S. Variable: Shannon-Wien

de género calculado con los datos de secuenciacion
er nivel de género; N=28; CV=15,6.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE

LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
Muestra 67,27 4 16,82 60,13 <0,01
Establecimiento 0,05 1 0,05 0,19 0,67
Muestra*Establecimiento 0,32 4 0,08 0,29 0,88
Error 5,03 18 0,28
Total 80,99 27

Grafico de residuos

0,941 S 087
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w
c 0.291 » o 0274
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2 » o | 13 a
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-1.004 o 0934
Test de Cochran (a=0,05) o
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PRED Shannon

Q-Q plot

n= 28 r= 0,864 (RDUO Shannon)

....-
L]
[

Test de Shapiro-Wilks [a=0,05)

W=* =0,90

P,y = 0,058
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1.53 093 -0.33 027 0,87

Cuantiles de una Normal(1,3085E-016,0,18646)

Figura 5.3.2f Comprobacidn gréfica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del

grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los resid
Wilks (der).

uales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-

Tabla 5.3.2] Comparacién de medias del factor Muestra mediante test de Tukey. Variable: Shannon-Wiener a nivel de
género; a=0,05; N=6 para suelo, rizosfera, raiz y tallo; N=4 para fruto; Diferencia minima significativa=0,97. Medias con

una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

MUESTRA SHANNON-WIENER (GENERO)
Rizosfera 5,06 a
Suelo 4,99 a
Raiz 3,35b
Tallo 2,08 c
Fruto 0,49 d
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Resultados y analisis estadisticos aplicados al Capitulo 2

5.3.2.7 ANAVA del indice Richness a nivel de OTU

Tabla 5.3.2m Analisis de varianza del indice richness a nivel de OTU calculado con los datos de secuenciacién masiva de
la region V3-V4 del gen ARNr 16S. Variable: Richness nivel de OTU; N=28; CV=5,9.

. SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS
FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
Muestra 12985609,86 4 3246402,46 1188,18 <0,01
Establecimiento 39658,67 1 39658,67 14,51 <0,01
Muestra*Establecimiento 75933,05 4 18983,26 6,95 <0,01
Error 49180,67 18 2732,26
Total 13157300,86 27
Grifico de residuos Q-Q plot
106,03 Test de Cochran (o=0,05) g 97,001 n= 28 r= 0,994 (RDUO Ric hness) 4
» o
G enutate = 0,22 c
Gipen = 0,445 G
® 56,351 » * [ % 51 50
o - 2
2 fa]
5 s N 4
% 6671 o . § 5,57
2 » c
2 . 5
4302 =} i
te o ~40.14 Test de Shapiro-Wilks (c=0,05)
» . = W* =0,98
» = P,uo = 0,91
-92.70°, : : : : O -85.8619 . : . .
-62,37 434,65 931,67 1428,68 1925,70 -85,86 -40.14 557 51,29 97.00

PRED Richness

Cuantiles de una Normal(-5,4813E-014,1821,5)

Figura 5.3.2g Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-

Wilks (der).

Tabla 5.3.2n Comparacion de la interaccion Muestra*Establecimiento mediante test de Tukey. Variable: Richness a nivel
de OTU; a=0,05; N=6 para suelo, rizosfera, raiz y tallo; N=4 para fruto; Diferencia minima significativa=160. Medias con
una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

MUESTRA ESTABLECIMIENTO RICHNESS (OTUs)
Rizosfera Productor Mario 1835,33 a
Suelo Productor Mario 1637,33 b
Suelo Viento Norte 1573,33 b
Rizosfera Viento Norte 1566,33 b
Raiz Productor Mario 597 ¢
Raiz Viento Norte 528,33 ¢
Tallo Viento Norte 273,67 d
Tallo Productor Mario 251,33 d
Fruto Productor Mario 30e
Fruto Viento Norte 28 e
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5.3.2.8 ANAVA del indice Chao-1 a nivel de OTU

Tabla 5.3.20 Andlisis de varianza del indice Chao-1 a nivel de OTU calculado con los datos de secuenciacion masiva de la

region V3-V4 del gen ARNr 16S. Variable: Chao-1 nivel de OTU; N=28; CV=5,3.

i SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS
FUENTE DE VARIACION F P VALOR
u clo DRADOS BERTAD MEDIOS o
Muestra 17156293,4 4 4289073,35 1253,19 <0,01
Establecimiento 35038,49 1 35038,49 10,24 <0,01
Muestra*Establecimiento 68953,02 4 17238,25 5,04 <0,01
Error 61605,68 18 3422,54
Total 17328032,33 27
Gréfico de residuos Q-Qplot
102,444 . ? 96,09+ n= 28 r= 0,975 (RDUO Chao-1)
. O
39,541 * . O 3765
Y ¢ * 3
s ’ —_— 14
§ -23.354 L . [ ] § -20.801
a b . E
[ 4
-86.24 2 _
Test de Cochran (0=0,05) @ 7925 Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
Gegeutodo = 0,427 = W* =0,97
. Gigen = 0,445 © P,soe = 0,78
-149.13- T T T - T T O —1 3??0' T T T T
-76,55 506,70 1089,95 167320 2256,45 -137,70 -79,25 -20,80 3765 96,09
PRED Chao-1 Cuantiles de una Mormal(-2,7407E-014,2281.7)

Figura 5.3.2h Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-

Wilks (der).

Tabla 5.3.2p Comparacion de la interaccién Muestra*Establecimiento mediante test de Tukey. Variable: Chao-1 a nivel
de OTU; a=0,05; N=6 para suelo, rizosfera, raiz y tallo; N=4 para fruto; Diferencia minima significativa=179,6. Medias con
una letra comudn no son significativamente diferentes (p>0,05)

MUESTRA ESTABLECIMIENTO CHAO-1 (OTUs)

Rizosfera Productor Mario 2150,4 a
Suelo Productor Mario 1924,33 b

Rizosfera Viento Norte 1908,07 b
Suelo Viento Norte 1906 b
Raiz Productor Mario 839,27 c
Raiz Viento Norte 721,4c
Tallo Viento Norte 427,8d
Tallo Productor Mario 406,2 d
Fruto Productor Mario 3le
Fruto Viento Norte 29,5e
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5.3.2.9 ANAVA del indice Shannon-Wiener a nivel de OTU

Tabla 5.3.2q Analisis de varianza del indice Shannon-Wiener a nivel de OTU calculado con los datos de secuenciacion
masiva de la region V3-V4 del gen ARNr 16S. Variable: Shannon-Wiener a nivel de OTU; N=28; CV=13,7.
SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
Muestra 103,67 4 25,92 66,89 <0,01
Establecimiento 0,0015 1 0,0015 0,0038 0,9516
Muestra*Establecimiento 0,4 4 0,1 0,26 0,9015
Error 6,97 18 0,39
Total 111,04 27

Grifico de residuos Q-Q plot

o
j
1,13 3 g 1,021 n= 28 r= 0,851 (RDUOC Shannon-Wiener)

. ’ 5

o £

§ 0,344 - 5 029

§. [ | * « § e @

< 5 o

: 2

c 045 * T 043

= ™ [:]

w o

9 T

a 1244 % -1.,164

i Test de Cochran [a=0,05) o Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)

Goenions = 0,432 e W+ =0,84
. G, = 0,445 o P, = 0,077
-2,03- = . valo
r T T T T - —1 .Sg' T T T T T
1,24 258 413 557 7.1 e -1,89 -1,16 -0,43 0,29 1,02

Q

PRED Shannon-Wiener Cuantiles de una Normal(-7 5337E-017,0,25832)

Figura 5.3.2i Comprobacién grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.3.2r Comparacién de medias del factor Muestra mediante test de Tukey. Variable: Shannon-Wiener a nivel de
OTU; a=0,05; N=6 para suelo, rizosfera, raiz y tallo; N=4 para fruto; Diferencia minima significativa=1,14. Medias con una
letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

MUESTRA SHANNON-WIENER (OTUs)
Rizosfera 6,58 a
Suelo 6,52 a
Raiz 4,23 b
Tallo 2,82¢C
Fruto 1,51d
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5.3.2.10 ANAVA del indice inversa de Simpson a nivel de OTU

Tabla 5.3.2s Andlisis de varianza del indice inversa de Simpson a nivel de OTU calculado con los datos de secuenciacion
masiva de la region V3-V4 del gen ARNr 16S. Variable: Inversa de Simpson a nivel de OTU; N=28; CV=44,35.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION F P VALOR
u clo DRADOS BERTAD MEDIOS o
Muestra 519549,02 4 129887,26 38,21 <0,01
Establecimiento 2594 1 2594 0,76 0,3938
Muestra*Establecimiento 18263,63 4 4565,91 1,34 0,2924
Error 61187,11 18 3399,28
Total 602057,43 27
Gréfico de residuos g Q-Qplot
101,63 = 95,777 n= 28 r= 0,910 (RDUO Inversa de Simpson)
o* n
c . e |t
g . 8
I5 32,914 . § 31,63
? 4.8 E -
% L] - (8] L
® L4 =2 »
o 35.82 % . @ -32.501 .st"?
g z
S 10454 S e
E Test de Cochran (a=0,05) b ! Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
G yeins = 0,440 2 W* =0,89
173261 . . Seriico = 0-4‘?'5 . é e . P\.T:. = 0,085 | |
-15,36 86,18 187,72 28926 390,79 S -160,77 -96.63 -32.50 3163 95,77
PRED Inversa de Simpson 3 Cuantiles de una Mormal(-2,4869E-014 2266 2)

Figura 5.3.2j Comprobacion grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.3.2t Comparacion de medias del factor Muestra mediante test de Tukey. Variable: Inversa de Simpson a nivel de
OTU; a=0,05; N=6 para suelo, rizosfera, raiz y tallo; N=4 para fruto; Diferencia minima significativa=106,7. Medias con
una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

MUESTRA INVERSA DE SIMPSON (OTUs)
Rizosfera 313,07 a

Suelo 262,52

Raiz 27,1b

Tallo 9,7b

Fruto 3,1b
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5.3.2.11 ANAVA del indice Evenness a nivel de OTU

Tabla 5.3.2u Andlisis de varianza del indice Evenness a nivel de OTU calculado con los datos de secuenciacion masiva de
la region V3-V4 del gen ARNr 16S. Variable: Evenness a nivel de OTU; N=28; CV=14,7.
SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION F P VALOR
u clo DRADOS BERTAD MEDIOS o
Muestra 0,9 4 0,23 21,75 <0,01
Establecimiento 0,00023 1 0,00023 0,02 0,882
Muestra*Establecimiento 0,01 4 0,0026 0,25 0,9065
Error 0,19 18 0,01
Total 1,1 27
Grifico de residuos Q-Q plot
0,181 . % 0,171 1= 28 r= 0,842 (RDUO Evenness)
. 5
=
w 009 * Y gosl
g [ ] ] . 1 .%. %
c L » LY E sat?
@ -008 . ?3’ 008 L
% . = .
- -0.214 g 020
Test de Cochran (0=0,05) w N Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
Geseutodo = 0,842 = W* = 0,88
L Gigen = 0,445 S P, = 0,077
0347, ; — . . 3 032, —s. : ; .
0,42 0,54 0,67 0,80 0,92 © -0,32 -0.20 -0,08 0,05 0,17
PRED Evenness Cuantiles de una Normal(3,9651E-017,0,0069005)

Figura 5.3.2k Comprobacion grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.3.2v Comparacion de medias del factor Muestra mediante test de Tukey. Variable: Evenness a nivel de OTU;
a=0,05; N=6 para suelo, rizosfera, raiz y tallo; N=4 para fruto; Diferencia minima significativa=0,18. Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

MUESTRA EVENNESS (OTUs)
Rizosfera 0,89 a
Suelo 0,88 a
Raiz 0,67 b
Tallo 0,5 bc
Fruto 0,45cC
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5.4 RESULTADOS DE qPCR DE GENES FUNCIONALES

54.1. CUANTIFICACION DEL GEN NIFH

5.4.1.1 Construccion de curva estandar

La curva estandar se generd empleando el stock sin dilucion y 4 diluciones, determinandose el Ct por tripli-
cado (N=15) (Tabla 5.4.1a). Se utilizo la transformacion logaritmica decimal para el nimero de copias del gen
con el objetivo de estabilizar las varianzas y linealizar la regresién. Los valores de Ct se ajustaron mediante

regresion lineal por cuadrados minimos al siguiente modelo (Figura 5.4.1a):
Y; =41,517 — 3,4092 X;

Se evalué la regresidn entre las variables y la falta de ajuste de los datos al modelo obtenido mediante el
andlisis de la varianza (ANAVA) con un nivel de confianza de 95% (Tabla 5.4.1b). Se calculd la eficiencia de

amplificacion de la gPCR utilizando la pendiente (B = -3,4092) del modelo en la siguiente ecuacion:
Eficiencia (%) = 10CY/B)~1 4100

Una pendiente proxima a -3,3 indica una eficiencia de amplificacion de la PCR éptima del 100%. El valor

obtenido (104,6%) se encuentra dentro del rango considerado aceptable para una curva estandar.

Tabla 5.4.1a Determinacion del Ct para distintas diluciones del stock patron del gen sintético nifH.

DILUCION N° COPIAS / pL LOG N° COPIAS / ulL VALOR DE CT
Stocks/d=1 13148842 7,12 17,59 17,40 17,11
1(1:10) 1314884 6,12 20,50 20,31 20,58
2 (1:100) 131488 5,12 23,95 24,09 24,34
3 (1:1000) 13149 4,12 27,46 27,12 27,57
4 (1:10000) 1315 3,12 30,85 30,96 31,06

Curva estandar. Gen nifH

35,0
y=-3,4092x +41,517
R?=0,9984

30,0 L
8 25,0 T

20,0 L

-l
15,0
2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7.0 8,0

Log N° copias del gen nifH

Figura 5.4.1a Resultados de Ct de la qPCR para las diluciones a partir del stock sintético del gen nifH. Sobre la grafica se
detalla el modelo lineal ajustado y su coeficiente de determinacion.

258



CAPITULO 5: Anexo A Resultados y analisis estadisticos aplicados al Capitulo 2

Tabla 5.4.1b Analisis de varianza del modelo de regresidn lineal ajustado a los datos de Ct determinados en las diferentes
diluciones del stock patrén del gen nifH. Variable: N° de copias g del gen nifH; 0=0,05; Transformacidn: logaritmica
decimal; 0=0,05; N=12; R?=0,9984.

FUENTE DE VARIA- SUMA DE CUADRA- GRADOS DE LIBER- CUADRADOS ME- F P va-
CION DOS TAD DIOS lor
Log N° copias/pl 348,67 1 348,67 8481,2 <0,01
Falta de ajuste 0,21 3 0,07 1,703 0,224
Error Puro 0,37 19 0,041
Total 349,24 13
Grdéfico de residuos Q-Q plot
0,399 . . 0,351 n=15 r= 0,990 (RDUO C1t)
. o]
S
0191 . @ 0184
S o000 * . . £ o000
2 . 3
- . » =]
0.191 s 0,18
Test de Cochran (a=0,05) € ! Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
Grentos = 0,320 g W= =0,95
. G, = 0,6838 O P, = 0,7569
-0.38 r T T T T -0.35-'% = T T T T
16,57 2032 24,07 27,82 357 -0,35 -0,18 0,00 018 0,35
PRED Ct Cuantiles de una Normal(-2,7015E-016,0,040762)

Figura 5.4.1b Comprobacion gréfica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico Q-Q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

5.4.1.2 Resultados de cuantificacion del gen nifH

A continuacién, se muestran los resultados de la cuantificacion del nimero de copias del gen nifH para cada
una de las muestras de ambos establecimientos horticolas (Tabla 5.4.1c), la corroboracion de la especificidad
de la gPCR (Figura 5.4.1c) y el analisis estadistico de los datos (Tabla 5.4.1d). Si bien fue posible la amplificacion
y cuantificacién del gen nifH en todas las muestras, al analizar las curvas de melting (Figura 5.4.1c) se observo
la inespecificidad en la amplificacidn en las muestras de endosfera de drganos vegetales, por lo cual se des-

cartaron dichos resultados.
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Tabla 5.4.1c Resultados de la cuantificacion del gen nifH en muestras de suelo y rizosfera de cultivos de tomate de dos
establecimientos del cinturdn horticola de La Plata.

VIENTO NORTE PRODUCTOR MARIO
MUESTRAS Ct N° copias g* Prom. + IC? Ct prom N° copias g* Prom. + IC?
prom. (x10°) (x10°) ’ (x10°) (x10°)

27,81 7,14 26,34 11,1

Suelo 27,78 4,52 5,34+0,8 27,30 5,05 7,05+ 1,4
28,00 4,35 27,52 5,04
25,30 40,3 26,58 12,3

Rizosfera 25,99 30,9 43,2 £ 6,0 26,89 13,0 13,5£2,0
24,88 58,4 26,41 15,2

2Es el valor promedio del nimero de copias para cada muestra de cada establecimiento con el intervalo de confianza del
95% de la estimacion, utilizando el modelo de regresion lineal ajustado.

A i B 800000
nifH sintético " = nifH sintético
74000.0 .‘.‘ i
= nifH de BSyRh & e nifHde R, Ty F
1 e
40000
£0000.0 Disociacion de
un producto .
£4000.0 inespecifico '/
- -~
B i E
P < 40000.0
E 340000 E
S S
] 2
= =
é 20T é 20000.0
< <
14000.0
0000 &
-8000.0
850 700 750 800 850 900 50 850 T00 750 800 850 800 e50
Temperatura Temperatura

Figura 5.4.1c Curva de melting del gen nifH del patrdn sintético y de las diferentes muestras de (A) suelo (BS) y rizosfera
(Rh), y (B) endosfera de raiz (R), tallo (T) y fruto (F).

Tabla 5.4.1d Analisis de varianza de resultados de cuantificacion del gen nifH en suelo y rizosfera de cultivos de tomate
de dos establecimientos del cinturén horticola de La Plata. Variable: N° de copias g* del gen nifH; a=0,05; Transformacién:
logaritmica decimal; a=0,05; N=12; CV=1,93.

SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P valor
Muestra 1,11 1 1,11 51,8 <0,01
Establecimiento 0,11 1 0,11 51 0,05
Muestra*Establecimiento 0,26 1 0,26 12,1 <0,01
Error 0,15 7 0,02
Total 1,64 10
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Gréfico de residuos T Q-Qplot
=
0,25 ® 0.231n=12r=0958 (ROUO Log n® copias nifH) .
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I =
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015 4 . > 012
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(&} . ]
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. : e
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=2 005 e

. 0.09

E s Test de Cochran (a=0,05) E Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
. Geaieutatn = 0,519 o . W* =0,95
G_iee = 0,7679 - o Pogar = 0,7569
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PRED Log n® copias nifH Cuantiles de una Normal(5,3198E-017,0,013552)

Figura 5.4.1d Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico Q-Q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.4.1e Comparacién de medias de la interaccion Muestra*Establecimiento mediante test de Tukey. Variable: N° de
copias g del gen nifH por gramo; a=0,05; Diferencia minima significativa=0,35. Medias con una letra comun no son
significativamente diferentes (p > 0,05)

MUESTRA ESTABLECIMIENTO MEDIA DEL LOG. N° COPIAS nifH
Rizosfera Viento Norte 7,62 a
Rizosfera Productor Mario 7,13 b

Suelo Productor Mario 6,82 bc

Suelo Viento Norte 6,72 C
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5.4.2. CUANTIFICACION DEL GEN PHOD.

5.4.2.1 Construccion de las curva estandar.

La curva estandar se generd empleando 5 diluciones a partir del stock con el gen sintético, determinandose
el Ct por triplicado (N=15) (Tabla 5.4.2a). Se utilizé la transformacién logaritmica decimal para el nimero de
copias del gen con el objetivo de estabilizar las varianzas y linealizar la regresidn. Los valores de Ct se ajustaron

mediante regresion lineal por cuadrados minimos al siguiente modelo (Figura 5.4.2a):
Y; =32,184 —3,2163 X;

Se evalué la regresidon entre las variables y la falta de ajuste de los datos al modelo obtenido mediante el
andlisis de la varianza (ANAVA) con un nivel de confianza de 95% (Tabla 5.4.2b). Se calculé la eficiencia de

amplificacion de la gPCR utilizando la pendiente (B = -3,2163) del modelo en la siguiente ecuacion:
Eficiencia (%) = 10-1/B)~1 4100
Una pendiente préxima a -3,3 indica una eficiencia de amplificacién de la PCR 6ptima del 100%. El valor

obtenido (96,5%) se encuentra dentro del rango considerado aceptable para una curva estandar.

Tabla 5.4.2a Determinacidn del Ct para distintas diluciones del stock patrén del gen sintético phoD.

DILUCION N° COPIAS / plL LOG N° COPIAS / ulL VALOR DE CT
Stocks/d=1 11387602000 10,06 No determinado
6 (1:1000000) 11387,60 4,06 19,25 19,73 18,93
7 (1:10000000) 1138,76 3,06 2191 22,63 21,67
8 (1:100000000) 113,88 2,06 25,84 25,62 25,13
9 (1:1000000000) 11,39 1,06 28,94 28,76 29,42
10 (1:10000000000) 1,14 0,06 31,49 31,97 32,25

Curva estandar. Gen phoD

35,0
y=-3,2163x +32,184
$-.. R*=0,993

30,0
8 25,0 i

20,0 3

15,0

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

Log M® copiasdel gen phoD

Figura 5.4.2a Resultados de Ct de la qPCR para las diluciones a partir del stock sintético del gen phoD. Sobre la gréfica se
detalla el modelo lineal ajustado y su coeficiente de determinacion.
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Tabla 5.4.2b Analisis de varianza del modelo de regresiéon lineal ajustado a los datos de Ct determinados en las diferentes
diluciones del stock patrén del gen phoD. Variable: N° de copias g del gen phoD; transformacion: logaritmica decimal;
a=0,05; N=30; R?=0,993.

FUENTE DE VARIA- SUMA DE CUADRA- GRADOS DE LIBER- CUADRADOS F P valor
CION DOS TAD MEDIOS
Log N° copias/pl 310,34 1 310,34 1724,1 <0,01
Falta de ajuste 0,56 3 0,19 1,056 0,331
Error Puro 1,62 9 0,18
Total 312,52 13
Grifico de residuos Q-Q plot
070 0689n=15r=0,984 (RDUO &) Y
. . =
O
o
034 . . . é 0.34
s} - * Er
S 002 N . S 000
[m] @
14 - a
-0.39 L] Test de Cochran (a=0,05) % 0.34 Test de Shapiro-Wilks (e=0,05)
G, =0,307 z W* =0,93
* G, o P, .. = 0,4813
078, . — : ‘ 068 . . : .
18,49 2203 2557 2911 3265 -0,68 -0,34 0,00 0,34 0.68
PRED Ct Cuantiles de una Nomal{1,3323E-016,0,15482)

Figura 5.4.2b Comprobacion gréfica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).
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5.4.2.2 Resultados de cuantificacion del gen phoD

A continuacidn, se muestran los resultados de la cuantificacidn del nimero de copias del gen phoD para

cada una de las muestras de ambos establecimientos horticolas (Tabla 5.4.2c), la corroboracién de la especi-

ficidad de la qPCR (Figura 5.4.2c) y el andlisis estadistico de los datos (Tabla 5.4.2d).

Tabla 5.4.2c Resultados de la cuantificacion del gen phoD en muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto
de cultivos de tomate de dos establecimientos del cinturén horticola de La Plata.

VIENTO NORTE PRODUCTOR MARIO
MUESTRAS N° copias g Prom. + IC? N° copias g* Prom. + IC?
Ct prom. (x10%) g (x10%) Ct prom. (x10°) J (x10°)

21,9 102 21,2 97,3

Suelo 21,4 94,1 97,4+£34,4 21,2 85,5 98,0 £ 35,6
21,5 95,8 21,1 111
21,6 132 21,0 152

Rizosfera 21,3 207 171 +61,2 21,0 202 166 £ 60,9
21,4 176 21,2 144
23,0 90,0 27,9 3,72

Raiz 22,9 114 85,5+27,4 24,5 28,5 12,7 £3,91
24,2 52,2 27,0 5,82
33,1 0,44 31,2 0,24

Tallo 31,7 0,54 0,46 £ 0,20 31,8 0,23 0,22 £ 0,09
31,6 0,40 31,9 0,19
32,3 0,18 32,2 0,14

Fruto 32,5 0,13 0,16 £ 0,07 31,5 0,28 0,31+0,13
31,8 0,18 31,4 0,51

2Es el valor promedio del nimero de copias para cada muestra de cada establecimiento con el intervalo de confianza del
95% de la estimacidn, utilizando el modelo de regresion lineal ajustado.
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Figura 5.4.2c Curva de melting del gen phoD del patrén sintético y de las diferentes muestras de (A) suelo (BS) y rizosfera

(Rh), y (B) endosfera de raiz (R), tallo (T) y fruto (F).
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Tabla 5.4.2d Analisis de varianza de resultados de cuantificacidn del gen phoD en suelo, rizosfera y endosfera de raiz,
tallo y fruto de cultivos de tomate de dos establecimientos del cinturdn horticola de La Plata. Variable: N° de copias g*
del gen phoD; transformacién: logaritmica decimal; a=0,05; N=30; CV=3,9.

SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P valor
Muestra 45,88 4 11,47 298,53 <0,01
Establecimiento 0,35 1 0,35 9,11 <0,01
Muestra*Establecimiento 1,31 4 0,33 8,59 <0,01
Error 0,73 19 0,038
Total 48,27 28

Grifico de residuos a Q-Q plot
£~
o
0,571 . S 0,537 n= 30 r= 0,934 (RDUO N° copias gen phoD) hd
o
3 L
s 033 e
c ’ - o(_; 0.30
=) z
@ @]
@ L]
xz 2
o 0,081 - ]
8 s,, .i . g 0,08
e . o « @ @
o * . 3
5 016 . = 014
E Test de Cochran (x=0,05) 2 Test de Shapiro-Wilks («=0,05)
. Gy yuige = 0,594 a W* =0,92
® | G = 0,6025 dor = Or
040 exiten 8 0 P, o = 0,113
T T T T T = 0361« T T T :
3,06 3,89 4,72 5,55 6,38 S -0.36 -0,14 0,08 0,30 0,53
PRED N°® copias gen phoD a Cuantiles de una Normal(6,2913E-017,0,025037)

Figura 5.4.2d Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.4.2e Comparacién de medias de la interaccion Muestra*Establecimiento mediante test de Tukey. Variable: N° de
copias g del gen phoD por gramo; a=0,05; Diferencia minima significativa=0,67. Medias con una letra comuin no son
significativamente diferentes (p > 0,05)

MUESTRA ESTABLECIMIENTO MEDIA DEL LOG. N° COPIAS phoD
Rizosfera Viento Norte 6,23 a
Rizosfera Productor Mario 6,22 a
Suelo Productor Mario 5,99 a
Suelo Viento Norte 5,99 a
Raiz Viento Norte 5,91 a
Raiz Productor Mario 4,93 b
Tallo Viento Norte 3,66 C
Fruto Productor Mario 3,43 ¢C
Tallo Productor Mario 3,35¢
Fruto Viento Norte 3,21c
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5.4.3.  CUANTIFICACION DEL GEN ACDS.
5.4.3.1 CONSTRUCCION DE LA CURVA ESTANDAR.

La curva estandar se generd empleando 5 diluciones a partir del stock con el gen sintético, determinandose
el Ct por triplicado (N=15) (Tabla 5.1.3a). Se utilizé la transformacidn logaritmica decimal para el nimero de
copias del gen con el objetivo de estabilizar las varianzas y linealizar la regresidn. Los valores de Ct se ajustaron

mediante regresion lineal por cuadrados minimos al siguiente modelo (Figura 5.4.3a):
Y; = 48,151 —3,5355X;

Se evalué la regresidon entre las variables y la falta de ajuste de los datos al modelo obtenido mediante el
andlisis de la varianza (ANAVA) con un nivel de confianza de 95% (Tabla 5.4.3b). Se calculé la eficiencia de

amplificacion de la gPCR utilizando la pendiente (B = -3,5355) del modelo en la siguiente ecuacion:
Eficiencia (%) = 10-1/B)~1 4100
Una pendiente préxima a -3,3 indica una eficiencia de amplificacién de la PCR 6ptima del 100%. El valor

obtenido (91,8%) se encuentra dentro del rango considerado aceptable para una curva estandar.

Tabla 5.4.3a Determinacion del Ct para distintas diluciones del stock patréon del gen sintético acdsS.

DILUCION N° COPIAS / pL LOG N° COPIAS / ulL VALOR DE CT
stocks/d=1 11622460000 10,07 No determinado
2 (1:100) 116224600 8,07 19,36 19,95 19,80
3 (1:1000) 11622460 7,07 22,60 22,91 23,48
4 (1:10000) 1162246 6,07 27,33 26,93 26,60
5 (1:100000) 116224,6 5,07 30,05 29,52 30,46
6 (1:1000000) 11622,5 4,07 33,82 34,23 33,57

Curva estandar. Gen acdS

40,0
y = -3,5355x + 48,151
2 i

35,0 .. R? =0,9947

30 -
s s.

250 e

. ........
20 )
15,0
3,0 4,0 50 6,0 7,0 8,0 9,0

Log N° de copias ul del gen acdS

Figura 5.4.3a Resultados de Ct de la qPCR para las diluciones a partir del stock sintético del gen acdS. Sobre la grafica se
detalla el modelo lineal ajustado y su coeficiente de determinacion.
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Tabla 5.4.3b Analisis de varianza del modelo de regresidn lineal ajustado a los datos de Ct determinados en las diferentes
diluciones del stock patrén del gen acdS. Variable: N° de copias g' del gen acdS; transformacién: logaritmica
decimal;a=0,05; N=15; R?=0,9947.

FUENTE DE VARIA- SUMA DE CUADRA- GRADOS DE LIBER- CUADRADOS F P valor
CION DOS TAD MEDIOS
Log N° copias/ul 374,99 1 374,99 2220,3 <0,01
Falta de ajuste 0,47 3 0,1567 1,03 0,465
Error Puro 1,52 9 0,1689
Total 376,97 13
Grdfico de residuos Q-Qplot
069 . 0,661 n=15r=0,987 (RDUO CY)
8
. o
032 ) L] 8 0314
& . o
g -0,05 . % 003
o * - 7]
L] - g
o . Test de Cochran (a=0,05) ‘i'g -0.38 Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
Geaeutato = 0,291 g W* =0,95
o7l . | G.,...,::D.sslss | ora). | PI =0,7573 | |
18,93 2282 26,71 30,60 34,48 o -0,38 -0,03 0,31 0,66
PRED Ct Cuantiles de una Normal(-2,6905E-016,0,14183)

Figura 5.4.3b Comprobacion gréfica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del

grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

5.4.3.2 RESULTADOS DE CUANTIFICACION DEL GEN acdS EN MUESTRAS AMBIENTALES DE SUELO,
RIZOSFERA Y ENDOSFERA DE RAIZ, TALLO Y FRUTO DE TOMATE.

A continuacién, se muestran los resultados de la cuantificacion del nimero de copias del gen acdS para cada
una de las muestras de ambos establecimientos horticolas (Tabla 5.4.3c), la corroboracién de la especificidad
de la qPCR (Figura 5.4.3c) y el analisis estadistico de los datos (Tabla 5.4.3d). Si bien fue posible la amplificacién
y cuantificacién del gen acdS en todas las muestras, al analizar las curvas de melting (Figura 5.4.3c) se observd
la inespecificidad en la amplificacién en las muestras de endosfera de 6rganos vegetales, por lo cual se des-

cartaron dichos resultados.
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Tabla 5.4.3c Resultados de la cuantificacion del gen acdS en muestras de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto
de cultivos de tomate de dos establecimientos del cinturdn horticola de La Plata.

VIENTO NORTE PRODUCTOR MARIO
MUESTRAS N° copias g Prom. + IC? N° copias g Prom. +IC?
Ct prom. (x107) (x107) Ct prom. (x107) (x107)
22,23 1440 21,33 1490
Suelo 22,86 592 847 + 267 22,55 590 977 £ 313
23,27 509 22,22 847
22,82 1020 21,76 1510
Rizosfera 23,87 632 793 +£ 248 21,96 1700 1540 + 493
23,47 730 21,99 1400

aEs el valor promedio del numero de copias para cada muestra de cada establecimiento con el intervalo de confianza del 95% de la
estimacion, utilizando el modelo de regresién lineal ajustado.
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Figura 5.4.3c Curva de melting del gen acdS del patrén sintético y de las diferentes muestras de suelo (BS) y rizosfera
(Rh), y endosfera de raiz (R), tallo (T) y fruto (F).

Tabla 5.4.3d Analisis de varianza de resultados de cuantificacién del gen acdS en suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo
y fruto de cultivos de tomate de dos establecimientos del cinturdn horticola de La Plata. Variable: N° de copias g™* del gen
acdS; transformacion: logaritmica decimal;a=0,05; N=12; CV=1,69.

SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P valor
Muestra 0,04 1 0,04 1,22 0,31
Establecimiento 0,1 1 0,1 3,04 0,12
Muestra*Establecimiento 0,03 1 0,03 0,91 0,37
Error 0,23 7 0,03
Total 0,41 10
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Figura 5.4.3d Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-

Wilks (der).

5.4.4.

ANALISIS ESTADISTICO DE GENES FUNCIONALES RELATIVIZADOS AL GEN ARNR 165

5.4.4.1 Abundancia relativa del gen nifH respecto al gen ARNr 16S.

Analisis estadistico: ANAVA bifactorial (Tabla 5.4.4a, Figura 5.4.4a y Tabla 5.4.4b)

Tabla 5.4.4a Andlisis de varianza de abundancia relativa del gen nifH respecto al gen ARNr 16s en muestras de suelo y
rizosfera asociadas al cultivo de tomate de dos establecimientos. Variable: abundancia relativa gen nifH; transformacién:
logaritmica decimal; n=12; cv=2,46.

2 SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS
FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
Muestra 0,74 1 0,74 22,52 <0,01
Establecimiento 0,01 1 0,01 0,30 0,601
Muestra*Establecimiento 0,54 1 0,54 16,43 <0,01
Error 0,23 7 0,033
Total 1,52 10
Grifico de residuos Q-Qplot
0,25 . E 0,231n=12 r= 0,983 (RDJO RQ nifH)
g
. i
0117 = Q 010
Z . ! . a
c g
¢} . e
€ 003 : 3 003
: . :
e 4
0174 . o 016 o
Test de Cochran (o=0,05) @ Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
G eutode = 0,6106 = W* =0,96
e = 0,7457 . T P, = 0,882
03— ; . ‘ . G 20l . . ‘ .
-7.39 -T13 -5,88 5,63 -6,37 -0,29 -0,16 -0,03 0,10 0.23
PRED RGQ nifH Cuantiles de una Normal(-3,2382E-017,0,020581)

Figura 5.4.4a comprobacién grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-

Wilks (der).
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Tabla 5.4.4b Comparacion de medias de la interaccién Muestra*Establecimiento mediante test de Tukey. Variable: Abun-
dancia relativa gen nifH; a=0,05; Diferencia minima significativa=0,44. Medias con una letra comun no son significativa-
mente diferentes (p > 0,05)

MUESTRA ESTABLECIMIENTO MEDIA LOG. N° COPIAS nifH MEDIA ABUNDANCIA RELATIVA
Rizosfera Viento Norte -6,42 a 0,4 por millén
Rizosfera Productor Mario -6,78 a 0,17 por millén

Suelo Productor Mario -6,85 a 0,16 por millén

Suelo Viento Norte -7,34 b 0,05 por millén

5.4.4.2 Abundancia del gen phoD relativizada a la abundancia del gen ARNr 16S

Analisis estadistico: ANAVA bifactorial (Tabla 5.4.4c, Figura 5.4.4b, Tabla 5.4.4d).

Tabla 5.4.4c Andlisis de varianza de abundancia relativa del gen phoD respecto al gen ARNr 16s en muestras de suelo,
rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate de dos establecimientos. Variable: Abundancia relativa
gen phoD; transformacion: logaritmica decimal; N=30; cv=3,09.

SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION F P VALOR
DRADOS BERTAD MEDIOS
Muestra 47,69 4 11,92 294,13 <0,01
Establecimiento 0,1 1 0,1 2,47 0,13
Muestra*Establecimiento 1,75 4 0,44 10,86 <0,01
Error 0,77 19 0,041
Total 50,31 28
Grifico de residuos Q-Q plot
0,589 . § 0.531 n= 30 r= 0,926 (RDUO RQ phaD) hd
g
g 0,314 . . Q 029
JC:l [m]
a . . ™ . %
g 0,044 s i’ » ., . _'g 0,04
8 » . * * * . g
[id . ® 2
-0.22 o 020 2 -
Test de Cochran (a=0,05) 0 Test de Shapiro-Wilks (@=0,05)
Goyeunase =0,6226 = W* =0,93
G, = 0,6333 . & P g = 0,126
0497, : . . . 3 -0aal, . ; : ‘
-8.27 -7.18 -6,10 -5.02 -394 -0.44 -0.20 0.04 0,29 0,53
PRED RQ phoD Cuantiles de una Normal(6,2913E-017,0,02664)

Figura 5.4.4b Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.4.4d Comparacién de medias de la interaccion Muestra*Establecimiento mediante test de Tukey. Variable: Abun-
dancia relativa gen phoD; a=0,05; Diferencia minima significativa=0,57. Medias con una letra comun no son significativa-
mente diferentes (p > 0,05)

MUESTRA  ESTABLECIMIENTO MEDIA LOG. N° COPIAS phoD MEDIA ABUNDANCIA RELATIVA
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Raiz Viento Norte 4,14 a 74,4
Raiz Productor Mario -5,14 b 11,1
Fruto Productor Mario -5,49 bc 3,5
Fruto Viento Norte -5,63 bcd 2,3
Tallo Viento Norte -5,92 cd 1,3
Tallo Productor Mario -6,14d 0,74
Suelo Productor Mario -7,68 e 0,02
Rizosfera Productor Mario -7,69 e 0,02
Rizosfera Viento Norte -7,81e 0,01
Suelo Viento Norte 8,07 e 0,008

5.4.4.3 Abundancia del gen acdS relativizada a la abundancia del gen ARNr 16S

Analisis estadistico: ANAVA bifactorial (Tabla 5.4.4e, Figura 5.4.4c, Tabla 5.4.4f).

Tabla 5.4.4e Analisis de varianza de abundancia relativa del gen acdS respecto al gen ARNr 16s en muestras de suelo y
rizosfera de plantas de tomate de dos establecimientos. Variable: Abundancia relativa gen acdS; transformacion:
logaritmica decimal; N=12; cv=4,49.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION F P VALOR
DRADOS BERTAD MEDIOS
Muestra 0,00019 1 0,00019 0,0053 0,94
Establecimiento 0,6 1 0,6 16,8 <0,01
Muestra*Establecimiento 0,0013 1 0,0013 0,036 0,85
Error 0,25 7 0,036
Total 0,85 10
Gréfico de residuos Q-Q plot
0277 o u;} 0,25 n= 12 r= 0,965 (RDUO RQ acds)
° ®
° (¢}
0,157 g 0,13
(,) ’ )
£ 003 ° 3 (00
8 Se ®
2 . 3
o010 ° 3 012
° Test de Cochran (a=0,05) e ’ Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
° Geateuiado = 0,393 = W* =0,89
Gerico = 0,7457 d s ° Puator = 0,2117
-0,22- T T T T 1 L:) -0,25- ¢ T T T 1
-4,20 -4,07 -3,94 -3,81 -3,69 -0,25 -0,12 0,00 0,13 0,25
PRED RQ acdS Cuantiles de una Normal(4,6259E-018,0,022734)

Figura 5.4.4c Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).
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Tabla 5.4.4f Medias del factor Establecimiento. Variable: Abundancia relativa gen acdS; a=0,05; Medias con una letra
comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

MUESTRA ESTABLECIMIENTO MEDIA LOG. N° COPIAS acdS MEDIA ABUNDANCIA RELATIVA
Suelo y Rizosfera Productor Mario -3,72a 200,5 por millén
Suelo y Rizosfera Viento Norte -4,16 b 74,1 por millon
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5.5 CARACTERIZACION POR HUELLA GENETICA O FINGERPRINT. DGGE

Fundamentado en que cada organismo tiene un contenido genético Unico, la caracterizacién por huella
genética o fingerprint engloba diferentes técnicas de biologia molecular que permiten perfilar e identificar un
organismo basado en el analisis directo de productos de PCR amplificados a partir de su ADN. Esta misma
l6gica puede emplearse a nivel de microhabitat vegetal y caracterizar una comunidad bacteriana asociada a
determinado entorno mediante un perfilado de su huella genética (Enespa & Chandra, 2022). Diversas técni-
cas de biologia molecular (DGGE/TTGE, SSCP, T-RFLP, entre otras) permiten perfilar los productos de PCR en
base a polimorfismos de longitud y/o de secuencia (bases constitutivas) a través de distintos fendmenos, cuyo

resultado deriva en un gel donde se evidencian las huellas genéticas (perfiles de bandas) de la muestra.

La electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) puede ser aplicada a los productos de PCR
amplificados a partir de ADN bacteriano metagendmico, utilizando primers para un marcador molecular es-
pecifico (ARNr 16S, genes funcionales, etc.), para evidenciar polimorfismos en sus secuencias (Figura 5.5a).
Uno de los primers a utilizar debera contar con una secuencia de 30-50 nucleédtidos guanina y citocina (GC)
(denominada GC-clamp) en el extremo -5, lo cual sera afiadido a la secuencia del gen durante la PCR. La elec-
troforesis se realiza en un gel de poliacrilamida que contiene un gradiente de urea-formamida desnaturali-
zante: el producto de PCR migrard a través del gel debido al gradiente electroforético hasta el punto en que
el gradiente desnaturalizante urea-formamida provoque la separacion parcial de las dos hebras de ADN (ya
gue la secuencia de GC afiadida las mantendra fuertemente unidas). De esta forma, las diferencias en las se-
cuencias de los productos de PCR se evidencian a través de su mayor o menor movimiento a través del gel, el
cual queda condicionado por la mayor o menos resistencia a la desnaturalizacion (un mayor contenido de GC
en la molécula determina enlaces mas fuertes y resistentes a la desnaturalizacion de la molécula) (Rastogi &
Sani, 2011). Los resultados alcanzados por esta técnica son facilmente visibles luego del revelado del gel, los
cuales pueden ser utilizados para (i) la comparacién directa entre los patrones de bandas obtenidos de dife-
rentes muestras, (ii) la identificacion de bandas de interés mediante el corte, la purificacién y la secuenciacién

de las mismas, vy (iii) la digitalizacion del gel y el posterior analisis bioinformatico.

El analisis de geles de DGGE mediante softwares bioinformaticos utiliza las variables presencia/ausencia e
intensidad (la cual traduce en abundancia) para inferir variables ecoldgicas y calcular indices de diversidad, asi
como similitudes entre las comunidades de diferentes muestras, por lo que su uso se ha extendido a explorar

relaciones filogenéticas y la diversidad taxondmica y funcional de microorganismos en entornos naturales.
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Figura 5.5a Resumen de la técnica DGGE para detectar polimorfismos de secuencia en productos de PCR.

5.5.1. PUESTA A PUNTO DE LOS GRADIENTES DESNATURALIZANTES PARA LA DGGE DE LOS
GENES NIFHY PHOD

El quipo utilizado permite correr un nimero maximo de 20 calles en el mismo gel, por lo que no se pudieron
correr todas las muestras juntas. Debido a esto, inicialmente se realizaron pruebas para determinar el gra-
diente de desnaturalizacién mas apropiado para cada una de las muestras y, en base a resultados obtenidos
durante la puesta a punto, se decidié agrupar las muestras en suelo y rizosfera (N=12) y las muestras de en-
dosfera de raiz, fruto y tallo (N=18) para correrlas juntas en dos geles distintos con distintos gradientes (Figura
5.5.1a). La eleccién de los gradientes de desnaturalizacion se hizo en base a las observaciones de los productos

de PCR y cuan abiertos se encontraban los perfiles de bandas obtenidos para cada una de las muestras.

Por otro lado, cabe destacar que la digitalizacién del gel y el posterior analisis bioinformatico se realiza de
forma individual para cada gel, no pudiendo agrupar dos geles distintos (ya que no arroja resultados confia-
bles). Por ello no fue posible analizar todas las muestras de ambos establecimientos en conjunto para cada
gen. Sin embargo, los distintos gradientes de desnaturalizacion empleados para correr cada grupo de muestras
(suelo/rizosfera y endosferas) ya denotan que existen diferencias en los productos de PCR de los grupos. El

NMDS resultante de la DGGE del gen phoD con un pool de muestras de distintos microhabitats y
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establecimientos denota una clara separacién entre muestras de suelo-rizosfera y endosfera de raiz, tallo y

fruto (Figura 5.1.3b)

Imnsfovm sq.u;:e? r;r[:y,curﬁs similarity
2D Stress: 0,18
Fruto = ~7 0
/@ ) -~ Tallo Nlario
\‘ /
= A /
/2 Frut9Mar|o /
fo / // /"_R‘g{'z Mario
F N @ £
rutg {\ja-UQ,\fN/ j/ \\l
| |
\\ Tallo;Mario
Ay
\\_.-/
14
(9)
ORizosfera VN \R'a‘lz Yo
Suelo VN i
o Raiz VNS\
I~
o N
Vs ~
/ N\
/ \
Rizosfera Mai"iOA \
\ O Rizosfers|VN
- \\ ASu)é\o Mario
Similarity >\ /
20 ~—-3
i Suelo Mario
_ A
40

figura 5.5.1a Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) del analisis por DGGE del gen phoD para las muestras
de suelo, rizosfera y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate de dos establecimientos (VN: Viento Norte y
Mario: Productor Mario) del CHP. Se utilizé la matriz de indices de similitud de Bray-Curtis, a=0,05 y estrés <0,1.

5.5.2. DGGE DEL GEN NIFH

I 7 R

T

(N

Figura 5.5.2a Fotografia de los geles de DGGE donde se corrieron los productos de PCR amplificados con los primers
PolF1-PolR-GC.
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Para cada uno de los indices de alfa-diversidad calculados (Riqueza (S), Shannon-Wiener(H) e Inversa de
Simpson (1/D)) se realizé un andlisis de la varianza para determinar diferencias entre las muestras y ambos

establecimientos. Los resultados se presentan a continuacion:

5.5.2.1 ANAVA del indice Riqueza (S)

Tabla 5.5.2a Andlisis de varianza del indice Riqueza (S) del gen nifH calculado a partir del andlisis bioinformatico del gel
de DGGE. Variable: Riqueza (S); N=30; cv=13,8.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
Muestra 19,2 4 4,8 2,32 0,092
Establecimiento 0,3 1 0,3 0,15 0,707
Muestra*Establecimiento 32,53 4 8,13 3,94 0,016
Error 41,33 20 2,07
Total 93,37 29
Grifico de residuos Q-Q plot
3,604 . 3,331n=30r=0,974 (RDUO S) »
in
o
=}
213 . o] 1.89
x
w . L 8
™ hel
g 067 . . . . . % 0.45
74 . a
- [ g
l * 3 H
080 Test de Cochran [o=0,05) . * E 099 Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
Grateutots = 0,403 . . S W* =0,95
Gy = 0,6333 . © . P, = 0,3958
227, : ‘ . ‘ 244! . : ; ‘
747 8§57 9,67 10,77 11,87 -2.44 -0,99 0.45 1,89 3,33
PRED S Cuantiles de una Normal(-6,6613E-016,1 4253)

Figura 5.5.2b Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.5.2b Comparacién de medias de la interaccién Muestra*Establecimiento mediante test de Tukey. Variable: Ri-
queza (S); a=0,05; N=3; Diferencia minima significativa=3,87. Medias con una letra comun no son significativamente di-
ferentes (p > 0,05)

MUESTRA ESTABLECIMIENTO RIQUEZA (S)

Rizosfera Viento Norte 11,67 a
Tallo Productor Mario 11,67 a
Raiz Productor Mario 11,67 a
Fruto Viento Norte 11,00 ab
Tallo Viento Norte 11,00 ab

Rizosfera Productor Mario 10,67 ab
Fruto Productor Mario 10,33 ab
Suelo Viento Norte 10,33 ab
Suelo Productor Mario 8,33 ab
Raiz Viento Norte 7,67b
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5.5.2.2 ANAVA del indice Shannon-Wiener (H)

Tabla 5.5.2c Andlisis de varianza del indice de Shannon-Wiener (H) del gen nifH calculado a partir del andlisis bioinforma-
tico del gel de DGGE. Variable: Shannon-Wiener (H); N=30; cv=15,4.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION F P VALOR
DRADOS BERTAD MEDIOS
Muestra 1,44 4 0,36 6,32 <0,01
Establecimiento 0,55 1 0,55 9,6 <0,01
Muestra*Establecimiento 0,38 4 0,1 1,67 0,1956
Error 1,14 20 0,06
Total 3,5 29
Griéfico de Residuos Q-Q plot
045 0.421n= 30 r= 0,083 (RDUOH)
. Test de Cochran (o=0,05) —
*| G,y =0,230 g
Geses = 0,6333 3
0259 - » 0O 0214
®s r
s : L . . §
% 0,051 e " . * g 00+
x . 2
019 » :. . - ¢ % 0.20 Test de Shapiro-Wilks (0=0,05)
. ° . W* =0,93
. . O Pier = 0,1847
0387, . ‘ . ‘ .40 . ‘ ; ‘
0,88 118 1,49 1,80 21 -0.40 -0.20 0.01 0.21 0,42
PRED H Cuantiles de una Normal(-9 6219E-017.0,03924)

Figura 5.5.2c Comprobacion gréfica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.5.2d Comparacion de medias del efecto principal de la Muestra mediante test de Tukey. Variable: Shannon-Wie-
ner (H); a=0,05; N=6; Diferencia minima significativa=0,41. Medias con una letra comun no son significativamente dife-
rentes (p > 0,05)

MUESTRA SHANNON-WIENER (H)
Rizosfera 1,9a

Suelo 1,7 ab

Fruto 1,45 bc

Tallo 1,43 bc

Raiz 1,28 c

Tabla 5.5.2e Comparacion de medias del efecto principal del establecimiento mediante test de Tukey. Variable: Shannon-
Wiener (H); a=0,05; N=15; Diferencia minima significativa=0,18. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0,05)

ESTABLECIMIENTO SHANNON-WIENER (H)
Productor Mario 1,692
Viento Norte 1,42 b
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5.5.2.3 ANAVA del indice inversa de Simpson (1/D)

Tabla 5.5.2f Analisis de varianza del indice inversa de Simpson (1/D) del gen nifH calculado a partir del analisis bioinfor-
matico del gel de DGGE. Variable: Inversa de Simpson (1/D); N=30; cv=27,3.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION F P VALOR
u clo DRADOS BERTAD MEDIOS o
Muestra 24,25 4 6,06 5,22 <0,01
Establecimiento 11,28 1 11,28 9,71 <0,01
Muestra*Establecimiento 5,08 4 1,27 1,09 0,3868
Error 23,22 20 1,16
Total 63,82 29
Grifico de residuos Q-Q plot
2151 1,991 n=30r= 0,075 (RDUO 1/D) LI
. ® | Test de Cochran (a=0,05) a
G esinen = 0,259 =
127] . G = 0,6333 % -
% 0381 . . . . . g 008
[T . o
% @
0501 = E -087 .'... Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
4 * * * 5 . W* = 0,92
LJ » Juu —
139, . ‘ - . : © igal, . P“J_ = . ‘
1,88 306 423 541 6,58 ¢ 0,87 0,08 1,04 1,00
PRED 1/D Cuantiles de una Normal(-3,1086E-016,0,80061)

Figura 5.5.2d Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del

grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.5.2g Comparacién de medias del efecto principal de la Muestra mediante test de Tukey. Variable: Inversa de
Simpson (1/D); a=0,05; N=6; Diferencia minima significativa=1,86. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0,05)

MUESTRA INVERSA DE SIMPSON (1/D)
Rizosfera 5,44 a

Suelo 4,52 ab

Fruto 3,43 b

Raiz 3,29b

Tallo 3,06 b

Tabla 5.5.2h Comparacion de medias del efecto principal del establecimiento mediante test de Tukey. Variable: Inversa
de Simpson (1/D); a=0,05; N=15; Diferencia minima significativa=0,18. Medias con una letra comun no son significativa-
mente diferentes (p > 0,05)

ESTABLECIMIENTO INVERSA DE SIMPSON (1/D)
Productor Mario 4,56 a
Viento Norte 3,34 b
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5.5.3. DGGE DEL GEN PHOD

Suelo Viento suchs Mario Rizosfera Rizosfera Endosfera raiz Endosfera raiz iEndusfera tallo Endosfera iEndosfera frutui Endosfera
Norte H ° | Viento Norte | Mario i Viento Norte | Mario | Viento Norte | tallo Mario | Viento Norte | fruto Mario |

| 1 |
| B B B B |

Figura 5.5.3a Fotografia de los geles de DGGE donde se corrieron los productos de PCR del gen phoD amplificados con
los primers ALPS-F730 y ALPS-R1101-GC.

Para cada uno de los indices de alfa-diversidad calculados (Riqueza (S), Shannon-Wiener(H) e Inversa de
Simpson (1/D)) se realizé un andlisis de la varianza para determinar diferencias entre las muestras y ambos

establecimientos. Los resultados se presentan a continuacion:

5.5.3.1 ANAVA del indice Riqueza (S)

Tabla 5.5.3a Analisis de varianza del indice Riqueza (S) del gen phoD calculado a partir del analisis bioinformatico del gel
de DGGE. Variable: Riqueza (S); N=30; CV=17,3.
SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
Muestra 340,87 4 85,22 16,6 <0,01
Establecimiento 45,63 1 45,63 8,89 <0,01
Muestra*Establecimiento 67,53 4 16,88 3,29 0,032
Error 102,67 20 5,13
Total 556,7 29
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Grifico de residuos Q-Q plot
4071 . 3,841 n= 30 r= 0,084 (RDUO S)

%)
o
. o

1877 ' * o o 180
. e
o - - - e g
o - - ®

o 0334 g -0.259
o » P b
14 0
. $

-2531 ° D 500

Test de Cochran (a=0,05) . € ' Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
Grneuiods = 0,318 . 3 W* =0,96
Goe =0,6333 s o P,... = 0,558
-4.73-
T T T T T -4.33- ¢ T T T T
4,27 8,30 12,33 16,37 20,40 -4.33 -2.29 -0,25 1,80 3,84
PRED S

Cuantiles de una Normal(5,9212E-017 3,5402)

Figura 5.5.3b Comprobacion gréfica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del

grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.5.3b Comparacién de medias de la interaccion Muestra*Establecimiento mediante test de Tukey. Variable: Ri-
queza (S); a=0,05; N=3; Diferencia minima significativa=6,5. Medias con una letra comun no son significativamente dife-

rentes (p > 0,05)

MUESTRA ESTABLECIMIENTO RIQUEZA (S)
Raiz Viento Norte 19,67 a
Tallo Productor Mario 16,33 ab
Raiz Productor Mario 16 ab

Rizosfera Viento Norte 15,33 ab
Fruto Viento Norte 13,67 ab
Tallo Viento Norte 13b
Fruto Productor Mario 11 bc

Rizosfera Productor Mario 11 bc

Suelo Viento Norte 10 bc
Suelo Productor Mario 5c

5.5.3.2 ANAVA del indice Shannon-Wiener (H)

Tabla 5.5.3c Analisis de varianza del indice de Shannon-Wiener (H) del gen phoD calculado a partir del analisis bioinfor-
matico del gel de DGGE. Variable: Shannon-Wiener (H); N=30; CV=13,97.

. SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS
FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
Muestra 8,97 4 2,24 48,88 <0,01
Establecimiento 0,19 1 0,19 4,04 0,058
Muestra*Establecimiento 1,25 4 0,31 6,83 <0,01
Error 0,92 20 0,05
Total 11,33 29
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Grifico de residuos Q-Q plot
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Figura 5.5.3c Comprobacion gréfica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-

Wilks (der).

Tabla 5.5.3d Comparacién de medias de la interaccion Muestra*Establecimiento mediante test de Tukey. Variable: Ri-
queza (S); a=0,05; N=3; Diferencia minima significativa=0,62. Medias con una letra comun no son significativamente di-

ferentes (p > 0,05)

MUESTRA ESTABLECIMIENTO SHANNON-WIENER (H)
Raiz Productor Mario 2,57 a
Rizosfera Viento Norte 2,05 ab
Raiz Viento Norte 2,01 ab
Suelo Viento Norte 1,96 ab
Rizosfera Productor Mario 1,73 bc
Suelo Productor Mario 1,26 cd
Tallo Viento Norte 1,23 cde
Tallo Productor Mario 1,08 de
Fruto Viento Norte 0,81 de
Fruto Productor Mario 0,64 e

5.5.3.3 ANAVA del indice inversa de Simpson (1/D)

Tabla 5.5.3e Andlisis de varianza del indice inversa de Simpson (1/D) del gen phoD calculado a partir del analisis bioinfor-
matico del gel de DGGE. Variable: Inversa de Simpson (1/D); N=30; CV=16,04.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
Muestra 66,06 4 16,52 38,3 <0,01
Establecimiento 6,31 1 6,31 14,63 <0,01
Muestra*Establecimiento 12,04 4 3,01 6,98 <0,01
Error 8,62 20 0,43
Total 93,03 29
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Grifico de residuos Q-Q plot
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Figura 5.5.3d Comprobacion grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 5.5.3f Comparacién de medias de la interaccién Muestra*Establecimiento mediante test de Tukey. Variable: Ri-
queza (S); a=0,05; N=3; Diferencia minima significativa=1,89. Medias con una letra comun no son significativamente di-
ferentes (p > 0,05)

MUESTRA ESTABLECIMIENTO INVERSA DE SIMPSON (1/D)
Raiz Productor Mario 6,55 a
Raiz Viento Norte 6,07 a

Rizosfera Viento Norte 5,84 a

Suelo Viento Norte 58a

Rizosfera Productor Mario 3,88b

Suelo Productor Mario 2,96 b
Tallo Viento Norte 2,85b
Tallo Productor Mario 2,57 b
Fruto Productor Mario 2,23 b
Fruto Viento Norte 2,2b
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6.1 AISLAMIENTOS BACTERIANOS: RECUENTO POBLACIONAL Y CARACTERIZACION

TAXONOMICA

6.1.1 RECUENTO POBLACIONAL

En la Tabla 6.1.1a se detalla la cantidad de muestra procesadas para la obtencidn de aislamientos bacteria-

nos de suelo, rizosfera, y endosfera de raiz, tallo y fruto de plantas de tomate de ambos establecimientos

horticolas en estudio (Viento Norte y Productor Mario).

Tabla 6.1.1a Cantidad de muestra procesada y recuento de UFC g? de las distintas muestras de suelo, rizosfera, y

endosfera de raiz, tallo y fruto.

MUESTRA ESTABLECIMIENTO PESO FRESCO (g) PESO SECO (g) UFCg™pesoseco LOG UFC g™ pesoseco
10,0 7,23 1,01 x 107 7,00
Viento Norte 10,0 7,39 1,16 x 107 7,06
% 10,0 7,37 1,44 x 107 7,16
a 10,0 7,60 2,53 x 107 7,40
Productor Mario 10,0 7,59 1,54 x 107 7,19
10,0 7,67 1,14 x 107 7,06
3,0 2,06 8,29 x 108 8,92
© Viento Norte 3,0 2,02 8,52 x 10° 9,93
‘g 3,0 1,93 2,82 x 10° 9,45
.g 3,0 2,09 8,36 x 10° 9,92
e« Productor Mario 3,0 2,04 7,77 x 10° 9,89
3,0 2,07 7,85 x 10° 9,89
4,3 0,43 3,71 x10* 4,57
Viento Norte 5,4 0,54 2,43 x 103 3,39
% 5,8 0,58 2,33x 103 3,37
e 6,6 0,53 4,52 x 103 3,65
Productor Mario 5,7 0,52 9,14 x 103 3,96
7,6 0,76 3,63 x 103 3,56
13,2 1,31 3,78 x 10? 2,58
Viento Norte 17,3 1,59 4,98 x 102 2,70
2 15,1 1,39 2,95 x 10? 2,47
s 11,3 1,42 4,98 x 102 2,70
Productor Mario 17,4 1,55 2,83 x 10? 2,45
16,4 1,79 4,25x 10 1,63
12,8 1,38 3,65 0,56
Viento Norte 7,4 0,70 4,27 x 10 1,63
.g 10,8 0,87 3,69 x 10 1,57
e 13,1 1,24 6,60 0,82
Productor Mario 10,8 0,73 4,64 0,67
13,1 0,71 7,88 0,90
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6.1.1.1 Andlisis estadistico de las poblaciones bacterianas (UFC g)

Tabla 6.1.1b Anilisis de varianza del Log. de UFC g de las distintas muestras de suelo, rizosfera, y endosfera de raiz, tallo
y fruto de plantas de tomate crecida en dos establecimientos del CHP. Variable: Log. de UFC g'; a=0,05; Transformacién:
Logaritmica; Tratamientos: 10; r=3; N=30; CV=8,1.

SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION F P VALOR
DRADOS BERTAD MEDIOS
Microhabitat 301,16 4 75,29 498,85 <0,01
Establecimiento 0,01 1 0,01 0,1 0,7561
Microhab. * Establec. 0,82 4 0,2 1,35 0,2856
Error 3,02 20 0,15
Total 305,01 29
Griéfico de residuos Q-Q plot
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. Geatcutado = 0,314 3 W*=0,96
[ Geitico = 0,789 = Pyaior = 0,734
-0177- r T T T T g '0169_ L] T T T T
0,34 2,84 535 7,85 10,36 Q -0,69 -0,32 0,05 0,42 0,79
PRED Log CFU g-1 Cuantiles de una Normal(4,4409E-017,0,10409)

Figura 6.1.1a Comprobacién grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 6.1.1c Comparacién de medias del factor Microhdabitat mediante test de Tukey. Variable: Log. de UFC g%; a=0,05;
Tratamientos: 5; r=6 para todos los niveles. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05).

MICROHABITAT LOG. UFC g*
Rizosfera 9,67 a
Suelo 7,15 b
Raiz 3,75¢C
Tallo 2,42 d
Fruto 1,03 d
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CAPITULO 5: Anexo B

Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
estudios descriptos en el Capitulo 3

6.1.2 ASIGNACION TAXONOMICA DE AISLAMIENTOS ENDOFITOS

Tabla 6.1.2a Resultado de la asignacion taxondmica de los diferentes aislamientos bacterianos de la coleccion, indicando
largo de secuencia, género y especie, porcentaje de identidad y numero de acceso del mejor resultado del alineamiento
con la base de datos del NCBI.

Mues- Largo de Secuen- Género Especie % de identi- N° acceso
tra cia dad (NCBI)
Rhi 5 754 Pseudomonas brassicacearum 100,00% MT533925.1
Rhil 25 665 Pseudomonas putida 99,85% MT192475.1
Rhl 28 860 Brevibacterium anseongense 99,88% NR_165697.1
RhM 5 560 Pseudomonas putida 99,64% MT192475.1
Rhiv 11 891 Pseudomonas guariconensis 98,88% MT293652.1
RhM 20 879 Pseudomonas sp. 99,54% HM152698.1
Rhiv 21 692 Pseudomonas putida 100,00% MT192475.1
Rhiv 23 664 Pseudomonas brassicacearum 100,00% MT533925.1
RhM 40 812 Bacillus megaterium 100,00% 0Q231521.1
RhM 47 652 Peribacillus frigoritolerans 100,00% 0Q186650.1
RI1 575 Priestia megaterium 100,00% 0Q217022.1
RI 2 856 Bacillus solisilvae 99,88% MK226324.1
RI3 792 Bacillus megaterium 100,00% MK514989.1
RI 4 738 Pseudomonas alcaliphila 98,91% MH127731.1
RI5 783 Bacillus megaterium 100,00% MK318254.1
RI6 847 Pseudomonas brassicacearum 100,00% MK417830.1
RI7 845 Pseudomonas alcaliphila 99,88% LC333758.1
RI 8 644 Microbacterium zeae 100,00% MT409535.1
RI9 815 Brachybacterium rhamnosum 99,51% KT714130.1
RI 10 847 Bacillus megaterium 99,88% KT222849.1
RI11 968 Peribacillus simplex 100,00% 0OP941662.1
RI 12 666 Microbacterium zeae 99,40% MT409535.1
RI 13 846 Peribacillus simplex 100,00% 0P941662.1
Rl 14 989 Sphingomonas phyllosphaerae 99,80% NR_029111.1
RI 15 964 Bacillus megaterium 100,00% MT487598.1
RI 16 859 Bacillus megaterium 100,00% MT487598.1
RI 17 790 Agrobacterium larrymoorei 100,00% MT409553.1
RI 18 847 Bacillus aryabhattai 100,00% MT102987.1
RI 19 846 Priestia megaterium 100,00% 0Q217022.1
RI 20 871 Microbacterium oleivorans 97,39% MT487599.1
RI 21 965 Bacillus megaterium 100,00% MK318254.1
RI 24 933 Microbacterium  hydrocarbonoxydans 99,89% KC934825.1
RI 25 765 Luteibacter rhizovicinus 100,00% MN181092.1
RI 26 859 Dyella yeojuensis 100,00% FN796854.1
RI 27 933 Microbacterium testaceum 99,89% MT367847.1
RI 29 846 Bacillus simplex 99,76% MT078675.1
RI 30 765 Bacillus megaterium 100,00% MT487598.1
RI 31 994 Priestia megaterium 100,00% 0Q130677.1
RI 32 1070 Pseudomonas brassicacearum 100,00% MT533925.1
RI 33 953 Rhizobium pusense 99,90% MK993456.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT533925.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YAYJ9JZW016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT192475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YAYJTC7R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_165697.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=YAYJM0DW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT192475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YAYJTC7R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT293652.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YAYK0801016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM152698.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAYK8ZK2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT192475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB055UE1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT533925.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YAYKRJ3X016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ231521.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAYKXW4G016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ186650.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=YAYM3WBE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ217022.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB4FEYCS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK226324.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB4F69YC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK514989.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=YB4EUDJT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH127731.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=YB4EGJ3J013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK318254.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB4E772K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK417830.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=YB4DVVNX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC333758.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=YB4DJEXW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT409535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB4DC25A013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT714130.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=YB4D3NAF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT222849.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB4CWMJ6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP941662.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=YB4BXRZ9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT409535.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB4CCM59013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP941662.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=YB4BXRZ9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_029111.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB4BM1ZX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT487598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB4B0G4S013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT487598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB4B0G4S013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT409553.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=YB4AR760013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT102987.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=YB4AE5ZU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ217022.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB4A6RK9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT487599.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB4A02XG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK318254.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB49VTNG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC934825.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=YB49NR8K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN181092.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB49G0J5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FN796854.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=YB499GER013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT367847.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB46B8RY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT078675.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=YB466U0W013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT487598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB3D5PCU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ130677.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB3CX5XM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT533925.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB3CPW5P013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK993456.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB3CEH49013

CAPITULO 5: Anexo B Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los

estudios descriptos en el Capitulo 3

Tabla 6.1.2a (continuaciéon) Resultado de la asignacién taxondémica de los diferentes aislamientos bacterianos de la
coleccidn, indicando largo de secuencia, género y especie, porcentaje de identidad y nimero de acceso del mejor
resultado del alineamiento con la base de datos del NCBI.

Muestra Largo de Se- Género Especie % de identi- N° acceso
cuencia dad (NCBI)

RI 34 849 Bacillus simplex 100,00% MN826155.1
RI 35 809 Fictibacillus enclensis 99,38% MK519114.1
RI 36 821 Arthrobacter globiformis 99,88% HG941738.1
RI 37 823 Curtobacterium Flaccumfaciens 100,00% MT323132.1
RI 38 830 Arthrobacter aurescens 100,00% JF700433.1
RI 40 871 Microbacterium oleivorans 99,31% MT487599.1
Rl 41 824 Arthrobacter aurescens 100,00% JF700433.1
Rl 42 861 Bacillus megaterium 100,00% MT605432.1
RI 43 839 Janibacter melonis 99,88% KR085938.1
RI 45 510 Priestia megaterium 99,02% CP065213.1
RI 47 823 Microbacterium oleivorans 100,00% KR186187.1
RI 48 774 Bacillus megaterium 99,35% MT487598.1
RI51 821 Pseudoarthrobacter scleromae 100,00% ON693727.1
RI 52 846 Bacillus megaterium 99,76% MT487598.1
RI 53 834 Janibacter melonis 100,00% KF424704.1
RM 1 651 Bacillus simplex 97,08% KM434254.1
RM 2 765 Chryseobacterium nepalense 98,95% MK123412.1
RM 3 768 Pseudomonas mediterranea 99,48% MN826143.1
RM 4 762 Pseudomonas gessardii 97,52% MT520143.1
RM 5 642 Bacillus simplex 98,44% KM434254.1
RM 6 833 Bacillus megaterium 99,88% MT487598.1
RM 7 656 Chryseobacterium nepalense 90,23% MK829504.1
RM 13 571 Luteibacter rhizovicinus 100,00% MT158527.1
RM 16 815 Microbacterium arthrosphaerae 99,75% KY292472.1
RM 17 754 Bacillus simplex 99,73% KM434254.1
TI1 851 Bacillus subtilis 100,00% MN704544.1
TI2 824 Microbacterium paraoxydans 99,88% MT793577.1
TI3 830 Curtobacterium citreum 99,88% MK934434.1
TI4 783 Lysobacter enzymogenes 100,00% KT851480.1
TI5 602 Enterobacter hormaechei 100,00% 0Q164623.1
TI6 775 Curtobacterium luteum 100,00% MT367812.1
TI7 844 Pseudomonas koreensis 99,88% MH725617.1
TI8 835 Pseudomonas putida 100,00% MT192475.1
TI9 822 Microbacterium hydrocarbonoxydans 99,88% KC934825.1
TI 10 844 Pseudomonas koreensis 99,88% MH725617.1
TI11 1013 Pseudomonas putida 100,00% MT192475.1
TI12 658 Curtobacterium luteum 100,00% MT367812.1
TI13 813 Curtobacterium Flaccumfaciens 100,00% MN826580.1
TI14 826 Brachybacterium phenoliresistens 100,00% OM665407.1
TI 15 432 Pseudomonas guariconensis 100,00% MT293652.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN826155.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB3C8FTZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK519114.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB3C2JJY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HG941738.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB3BWXTU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT323132.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB3BPTN4013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF700433.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YB3BFF1R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT487599.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB3B8BKN016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF700433.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YB3B1EYT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT605432.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB3AW9ND013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR085938.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YB3ARJWS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP065213.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB3AHJ69013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR186187.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB3ACETK013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT487598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB3A6A9G016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON693727.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB3A1KVR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT487598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB39XS59013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF424704.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB39SN50013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM434254.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2E9789013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK123412.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=YB2E3S63016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN826143.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2DWA0M016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT520143.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2DN412013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM434254.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2DFNSZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT487598.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB2D8ED1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK829504.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2D25RF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT158527.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2CTSCU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY292472.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YB2CN4M5013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM434254.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2DFNSZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN704544.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB2C64JR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT793577.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2C0XWP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK934434.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2BUUZD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT851480.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB2BMRV2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ164623.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2BF7TY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT367812.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2BAKVR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH725617.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2B5UAC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT192475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YAYJTC7R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC934825.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=YB2AVXF2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH725617.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB2ARNH9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT192475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YAYJTC7R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT367812.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB1GJ04J013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN826580.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB1G7PWK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM665407.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB1FYUPW016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT293652.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB1FPD26013
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Tabla 6.1.2a (continuaciéon) Resultado de la asignacién taxondémica de los diferentes aislamientos bacterianos de la
coleccidn, indicando largo de secuencia, género y especie, porcentaje de identidad y nimero de acceso del mejor

resultado del alineamiento con la base de datos del NCBI.

Muestra Largo de Se- Género Especie % de identi- N° acceso
cuencia dad (NCBI)

T117 290 Pantoea vagans 98,97% MT367794.1
TI19 836 Chryseobacterium phosphatilyticum 99,76% NR_171432.1
Tl 21 860 Bacillus subtilis 100,00% MT605412.1
T123 660 Pseudomonas putida 100,00% MT192475.1
Tl 24 689 Microbacterium paraoxydans 100,00% MT605416.1
T1 25 845 Ensifer adhaerens 91,37% MT160396.1
Tl 26 860 Bacillus subtilis 100,00% MT605412.1
TI 28 532 Pseudomonas ceruminis 100,00% MT498800.1
TI31 844 Pantoea dispersa 100,00% MN833539.1
TI132 829 Chryseobacterium indoltheticum 99,15% KF730745.1

TI33 442 Pseudomonas plecoglossicida 99,55% KC431802.1

™™ 1 662 Curtobacterium luteum 99,40% MT367812.1
™ 2 790 Curtobacterium pusillum 99,75% MT487611.1
T™ 3 722 Curtobacterium Flaccumfaciens 99,59% CP041259.1

T™M 4 602 Leclercia adecarboxylata 99,00% CP043397.1

TM5 732 Bacillus subtilis 100,00% KY014981.1

TM 6 797 Curtobacterium citreum 98,24% MK934434.1
™™ 7 223 Pseudomonas putida 100,00% MT192475.1
T™M8 792 Bacillus subtilis 100,00% MG755778.1
T™M9 787 Curtobacterium pusillum 99,62% MT487611.1
T™M 10 847 Bacillus acidiceler 99,05% MN543770.1
T™ 11 463 Bacillus pumilus 97,30% MK207435.1
™™ 12 652 Brachybacterium phenoliresistens 100,00% MT434776.1
™ 13 585 Pseudomonas putida 100,00% MT192475.1
™ 14 500 Pseudomonas putida 100,00% MT192475.1
™M 16 917 Flavobacterium anhuiense 100,00% MK993467.1
TM 17 494 Enterobacter ludwigii 99,39% MT367806.1
™™ 19 537 Pseudomonas putida 100,00% MT192475.1
™ 20 571 Luteibacter rhizovicinus 96,54% MT158527.1
™ 21 828 Brachybacterium ginsengisoli 97,84% Mz452383.1
™ 22 667 Microbacterium testaceum 100,00% MT367847.1
™ 23 860 Stenotrophomonas maltophilia 99,77% MT605300.1
TM 25 508 Microbacterium testaceum 100,00% MK883192.1
™M 26 664 Pseudoarthrobacter siccitolerans 99,70% MT640311.1
™ 27 171 Bacillus amyloliquefaciens 99,42% 0OP891022.1
T™M 28 834 Brevibacterium aureum 99,01% KM273868.1
T™M 30 859 Bacillus subtilis 100,00% MT605412.1
™ 31 924 Enterobacter hormaechei 100,00% MG372001.1
M 33 602 Enterobacter cloacae 99,67% KJ210327.1

™™ 34 786 Curtobacterium pusillum 99,11% MNO006541.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT367794.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=YB1FG4FJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_171432.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB1FANEE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT605412.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB1F3XG7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT192475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YAYJTC7R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT605416.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB1ER6R0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT160396.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=YB1EHFDZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT605412.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB1ECSMU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT498800.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YB1E7ZB5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN833539.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YB1E1F3C013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF730745.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YB1DW84R016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC431802.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=YB1DSRYH013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT367812.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB1DJXED013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT487611.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB1DD2A7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP041259.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB1D8Y8S016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP043397.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YB1D3MWE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY014981.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB06WE4T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK934434.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB06M9KN016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT192475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YAYJTC7R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG755778.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YB0674JB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT487611.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB05XXA7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN543770.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YB05R92P013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK207435.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=YB05H73G013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT434776.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YB05BUX0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT192475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB055UE1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT192475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YB055UE1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK993467.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YB04SHWD016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT367806.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB04KKHA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT192475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=YAYJTC7R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT158527.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAZ73VA9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ452383.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB03WK7X016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT367847.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB03R2PC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT605300.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB03JDJV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK883192.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB039BD3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT640311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YB0348WX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP891022.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAZ9XZ7M016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM273868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=YAZ9NMV4016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT605412.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAZ9FN71016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG372001.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAZ95A2W013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ210327.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YAZ8YV4S016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN006541.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YAZ8S8JG013
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Tabla 6.1.2a (continuaciéon) Resultado de la asignacién taxondémica de los diferentes aislamientos bacterianos de la
coleccidn, indicando largo de secuencia, género y especie, porcentaje de identidad y nimero de acceso del mejor

resultado del alineamiento con la base de datos del NCBI.

Mues- Largo de Se- Género Especie % de identi- N° acceso
tra cuencia dad (NCBI)
T™M 35 852 Bacillus pumilus 100,00% MG705751.1
™™ 36 861 Bacillus subtilis 99,88% MT605412.1
TM 38 827 Paenarthrobacter ureafaciens 100,00% MH385000.1
™ 39 850 Bacillus altitudinis 100,00% MH041215.1
™ 40 829 Chryseobacterium proteolyticum 99,52% AB039830.2
™™ 42 636 Paenibacillus polimyxa 99,84% KR109256.1
TM 43 439 Arthrobacter sp. 79,83% LR536345.1
T™M 44 588 Luteibacter rhizovicinus 9701,00% MT158527.1
TM 46 692 Microbacterium phyllosphaerae 99,13% MT533897.1
TM 47 793 Curtobacterium pusillum 97,73% MT487611.1
TM 48 840 Bacillus pumilus 99,40% MK156164.1
Fl1 654 Pseudomonas sp. 99,69% MT507079.1
Fl 2 791 Curtobacterium Flaccumfaciens 99,62% CP041259.1
FI3 804 Bacillus aryabhattai 99,88% MT184818.1
Fl4 661 Serratia rhizosphaerae 98,34% CP041764.1
FI5 690 Pseudomonas sp. 99,57% MT507079.1
FI6 783 Curtobacterium pusillum 100,00% MT487611.1
FI9 848 Kluyvera sp. 99,18% MH465499.1
FI 10 790 Pectobacterium carotovorum 98,61% FJ906788.1
Fl 11 799 Cellulosimicrobium funkei 99,12% MT527528.1
Fl 12 747 Pantoea agglomerans 98,93% MK999934.1
FI 13 558 Pantoea sp. 98,21% JN853256.1
Fl1 14 492 Pantoea sp. 98,17% JN853256.1
FI 15 718 Bacillus muralis 96,17% MT043737.1
Fl1 17 791 Phyllobacterium ifrigiyense 99,62% MK475012.1
FI 18 759 Curtobacterium Flaccumfaciens 99,60% CP041259.1
FM1 730 Pantoea sp. 100,00% JN853251.1
FM 2 838 Chryseobacterium sp. 98,81% MH769285.1
FM 3 663 Stenotrophomonas maltophilia 100,00% KJ865603.1
FM 4 861 Bacillus megaterium 100,00% MT605432.1
FM5 845 Pseudomonas koreensis 100,00% MT409531.1
FM 6 850 Xhantomonas campestris 100,00% MN565570.1
FM 7 730 Pantoea sp. 98,50% JN853251.1
FM 8 853 Chryseobacterium sp. 99,18% MH769285.1
FM9 744 Chryseobacterium sp. 98,66% MH769285.1
FM 10 791 Curtobacterium Flaccumfaciens 99,87% CP041259.1
FM 13 716 Enterobacter ludwigii 100,00% 0Q223404.1
FM 14 839 Pantoea dispersa 99,88% MZ798462.1
FM 15 813 Stenotrophomonas maltophilia 100,00% MN889399.1
FM 16 829 Curtobacterium Flaccumfaciens 99,88% 0OP684136.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG705751.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAZ8J2DA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT605412.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YAZ8EHBM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH385000.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAZ84EP3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH041215.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAZ7VJWX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB039830.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YAZ7PV60016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR109256.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAZ7FKFH013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LR536345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YAZ79HB3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT158527.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAZ73VA9016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT533897.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=YAZ6YZ2V013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT487611.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAZ6SM1A016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK156164.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAZ6JBAM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT507079.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAVPPV96013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP041259.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAVR36EM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT184818.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAVRACN1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP041764.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YAVRM8EG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT507079.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAVRWZ5F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT487611.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YAVS5KRE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH465499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAVSYNU0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ906788.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAX1U2JT01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT527528.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAX24P5301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK999934.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAX2EMKC01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN853256.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAX2PBWK01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN853256.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAX2Y9F001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT043737.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAX36FMH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK475012.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAX3EE3D01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP041259.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAX3T3D101R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN853251.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAXJCXT001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH769285.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAXHA7X301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ865603.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YAXHGZRD01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT605432.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAXK6X2501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT409531.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YAXU48JJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN565570.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YAXUBAM9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN853251.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAXUYEPY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH769285.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAXV4W6P013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH769285.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAXVD25E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP041259.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAXVKGEC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ223404.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAXVV2X1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ798462.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAXW1VV4013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN889399.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YAXWGUXH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP684136.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=YAXWRMJ8013
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6.2.1 RESUMEN DE iNDICES

Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
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6.2 CARACTERIZACION RELACIONADA A LA COLONIZACION VEGETAL Y LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA IN VITRO

Tabla 6.2.1a Resultados de la caracterizacion en relacién a la colonizacién vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad antagonista (actividad
amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicion del crecimiento radial de hongos fitopatogenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para cada uno de los

aislamientos bacterianos del cepario.

COLONIZACION VEGETAL

ACTIVIDAD ANTAGONISTA
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SI1 - + 0,5 ++ 0,50 + - + - 0,50 0 0 0,3 0 0,30 0,55 0,53
SI2 - 0,0 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
SI3 + NC 1,0 - 0,50 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
Sl 4 - - 0,0 + 0,13 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,13
SIS - NC 0,0 ++++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
Sl 6 - NC 0,0 ++ 0,25 - - + - 025 046 032 046 038 041 053 0,39
SI7 - NC 0,0 ++ 0,25 - NC - - 0,00 0 0,26 0 0 0,26 0,26 0,26
SI8 - NC 0,0 ++++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
SI9 + + 1,0 +++ 0,50 - NC - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
S110 - NC 0,0 ++ 0,25 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,19
SI11 - NC 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
S112 - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
SM1 - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
SM 2 + - 0,5 + 0,38 + - + + 075 044 0,28 026 0,28 0,32 069 0,53
SM3 - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
SM4 - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
SM5 - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
SM 6 - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
SM 8 - - 0,0 + 0,13 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
SM9 - - 0,0 - 0,00 - NC + + 0,67 0 0 0 0 0,00 033 0,17
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Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
estudios descriptos en el Capitulo 3
Tabla 6.2.1a (continuacion) Resultados de la caracterizacion en relacidn a la colonizacidn vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad
antagonista (actividad amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicién del crecimiento radial de hongos fitopatdogenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para

COLONIZACION VEGETAL

ACTIVIDAD ANTAGONISTA
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SM 10 - - 0,0 - 0,00 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
SM 11 - 0,0 + 0,13 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
SM 12 + - 0,5 - 0,25 - - + NC 0,33 0 0 0 0 0,00 0,17 0,21
Rhi 1 - - 0,0 + 0,13 - NC - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
Rhl 2 - NC 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
Rhi 3 - NC 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
Rhl 4 - NC 0,0 +++ 0,38 - NC - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,19
Rhi 5 Pseudomonas + - 0,5 - 0,25 - + - + 0,50 0,82 0 044 036 054 079 0,52
Rhi 6 - - 0,0 +++ 0,38 - NC - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,19
Rhi 7 - NC 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
Rhi 8 - - 0,0 ++ 0,25 - - + + 0,50 0,3 0,34 0 0 0,32 0,57 041
Rhi1 9 - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
Rhi 10 - - 0,0 ++ 0,25 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
Rhi 11 - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
Rhl 12 - - 0,0 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
Rhi 13 + + 1,0 0,63 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,38
Rhl 14 - - 0,0 ++ 0,25 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
Rhl 16 - - 0,0 + 0,13 + - - NC 0,33 0 0 0 0 0,00 0,17 0,15
Rhi 17 - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
Rhl 18 - NC 0,0 +++ 0,38 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,19
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Tabla 6.2.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacidén en relacion a la colonizacidn vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad
antagonista (actividad amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicién del crecimiento radial de hongos fitopatégenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para

COLONIZACION VEGETAL

ACTIVIDAD ANTAGONISTA
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Rhl 19 - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
Rhl 20 - 0,0 +++ 0,38 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,19
Rhi 21 - - 0,0 + 0,13 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,13
Rhl 22 + + 1,0 +++ 0,88 - + - 0,50 0,48 0,3 034 044 039 064 0,76
Rhi 23 1,0 + 0,63 - + - 0,50 0 0 0 0 0,00 0,25 0,44
Rhil 24 - - 0,0 +++ 0,38 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,19
Rhil 25 Pseudomonas - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
Rhi 27 - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
Rhi 28 Brevibacterium - - 0,0 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
Rhl 29 - - 0,0 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
Rhi 30 - - 0,0 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
Rhi 31 - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
Rhi 33 - - 0,0 - 0,00 - NC - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
Rhi 34 - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
RhI 35 - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0,36 0,36 0,36 0,24
RhM 1 - - 0,0 - 0,00 - - - NC 0,00 0,28 0 0 0 0,28 0,28 0,14
RhM 2 - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0,2 0 0 0 0,20 0,20 0,16
RhM 3 + - 0,5 - 0,25 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
RhM 4 - - 0,0 +++ 0,38 - - - - 0,00 0 0 0,32 0 0,32 0,32 0,35
RhMm 5 Pseudomonas + - 0,5 - 0,25 - - - + 0,25 0,3 0 0 0 0,30 0,43 0,34




CAPITULO 5: Anexo B

cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
estudios descriptos en el Capitulo 3
Tabla 6.2.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacidén en relacion a la colonizacidn vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad
antagonista (actividad amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicién del crecimiento radial de hongos fitopatdogenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para

COLONIZACION VEGETAL

ACTIVIDAD ANTAGONISTA
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RhM 6 - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0,34 0 0 0 0,34 0,34 0,17
RhM 7 - 0,0 + 0,13 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,13
RhM 8 - - 0,0 0,13 - - - - 0,00 0,24 0 0 0 0,24 0,24 0,18
RhM 9 - - 0,0 +++ 0,38 - - - - 0,00 0,36 0,2 0 0 0,28 0,28 0,33
Rhiv 11 Pseudomonas - - 0,0 +++ 0,38 - - - - 0,00 0,2 0 0 0 0,20 0,20 0,29
RhM 10 1,0 + 0,63 NC + 1,00 0,38 0,24 044 028 0,34 084 0,73
RhM 12 1,0 ++ 0,75 - - 0,50 0,3 0 0 0 0,30 0,55 0,65
RhM 13 - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
RhM 14 - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0,26 0 0,26 0,26 0,13
RhM 15 - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
RhM 16 - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0,22 0 0,22 0,22 0,24
RhM 17 - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
RhM 18 - - 0,0 ++ 0,25 - - - + 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,19
RhM 19 - - 0,0 - 0,00 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
RhM 20 Pseudomonas NC + 1,0 ++++ 1,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,50
RhM 21 Pseudomonas - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0,32 0 0 0 0,32 0,32 0,29
RhM 22 - - 0,0 ++ 0,25 | + NC - NC 0,50 0 0 0,24 0 0,24 0,49 0,37
Rhm 23 Pseudomonas - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
RhM 24 - + 0,5 ++ 0,50 - + + + 0,75 0,34 0,24 0 0 0,29 0,67 0,58
RhM 25 - - 00 +++ 0,38 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,19
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CAPITULO 5: Anexo B

cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
estudios descriptos en el Capitulo 3
Tabla 6.2.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacidén en relacion a la colonizacidn vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad
antagonista (actividad amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicién del crecimiento radial de hongos fitopatdogenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para
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RhM 26 - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
RhM 27 - 0,0 - 0,00 - NC - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
RhM 28 + - 0,5 - 0,25 + - - + 0,50 0 0 0 0 0,00 0,25 0,25
RhM 29 - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
RhM 30 - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
RhM 31 - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
RhM 32 + - 0,5 ++ 0,50 - - - + 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,31
RhM 33 - 0,5 ++++ 0,75 - - - + 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 044
RhM 34 - - 0,0 + 0,13 - - - + 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,13
RhM 35 - - 0,0 +++ 0,38 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,19
RhM 36 - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
RhM 37 - - 0,0 ++++ 0,50 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
RhM 38 + + 1,0 ++++ 1,00 + - + 0,75 0,44 0,28 0,44 0,5 0,42 0,79 0,90
RhM 39 - - 0,0 ++++ 0,50 - - - 0,25 0,32 0,38 0 0 035 048 049
RhM 40 Bacillus - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
RhM 41 - - 0,0 + 0,13 - NC - + 0,33 0 0 0 0 0,00 0,17 0,15
RhM 42 - - 0,0 ++ 0,25 - NC - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
RhM 43 - - 0,0 +++ 0,38 - - - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,25
RhM 44 - - 0,0 ++ 0,25 - NC - 0,33 0 0 0 0 0,00 0,17 0,21
RhM 45 - - 0,0 + 0,13 - NC - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
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CAPITULO 5: Anexo B

cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
estudios descriptos en el Capitulo 3
Tabla 6.2.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacidén en relacion a la colonizacidn vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad
antagonista (actividad amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicién del crecimiento radial de hongos fitopatdogenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para
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RhM 46 - - 0,0 + 0,13 - + - + 0,50 0,24 0 0 0 0,24 0,49 0,31
RhM 47 Peribacillus - - 0,0 ++++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
RhM 48 - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
RhM 49 - - 0,0 ++++ 0,50 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
RhM 50 - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
RhM 51 - - 0,0 ++ 0,25 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
RhM 52 - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0,3 0 0,32 0,26 0,29 0,29 0,27
Rhm 53 - - 0,0 ++ 0,25 - - + NC 0,33 0 0 0 0 0,00 0,17 0,21
RhM 54 Bacillus - - 0,0 + 0,13 - - + NC 0,33 0 0 0 0 0,00 0,17 0,15
RI1 Priestia - - 0,0 ++++ 0,50 - - + - 0,25 0,36 0 0,32 0 0,34 0,47 0,48
RI 2 Bacillus - NC 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
RI3 Bacillus - - 0,0 ++++ 0,50 - - - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,31
RI 4 Pseudomonas - - 0,0 - 0,00 + - - 0,50 0,28 0 0 0 0,28 0,53 0,27
RI5 Bacillus - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
RI 6 Pseudomonas - - 0,0 + 0,13 - - + - 0,25 0,3 0 0 0 0,30 10,43 0,28
RI7 Pseudomonas - NC 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
RI 8 Microbacterium - NC 00 +++ 0,38 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,19
RI9 Brachybacterium - - 0,0 + 0,13 - - + + 0,50 0 0 0 0 0,00 0,25 0,19
RI 10 Bacillus - - 00 +++ 0,38 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,25
RI11 Peribacillus - - 0,0 + 0,13 - - + - 0,25 0 0,3 0 0 0,36 0,49 0,31
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CAPITULO 5: Anexo B

cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
estudios descriptos en el Capitulo 3
Tabla 6.2.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacidén en relacion a la colonizacidn vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad
antagonista (actividad amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicién del crecimiento radial de hongos fitopatdogenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para
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Rl 12 Microbacterium + - 0,5 +++ 0,63 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,31
RI13 Peribacillus - 0,5 ++ 0,50 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,31
RI 14 Sphingomonas - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
RI 15 Bacillus - - 0,0 + 0,13 + - + - 0,50 0 0 0 0 0,00 0,25 0,19
Rl 16 Bacillus - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
RI 17 Agrobacterium - - 0,0 ++++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
RI 18 Bacillus - + 0,5 +++ 0,63 - - - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,38
RI 19 Priestia - - 00 +++ 0,38 - - - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,25
RI 20 Microbacterium + - 0,5 ++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
RI 21 Bacillus - + 0,5 +++ 0,63 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,38
Rl 24 Microbacterium - 0,5 +++ 0,63 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,31
RI 25 Luteibacter + - 0,5 +++ 0,63 + - - 0,50 0,34 0 0 0 0,34 0,59 0,61
RI 26 Dyella - - 0,0 +++ 0,38 - + - 0,50 0,34 0 0 0 0,34 0,59 048
RI 27 Microbacterium - - 0,0 +++ 0,38 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,25
RI 29 Bacillus - NC 0,0 ++++ 0,50 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,31
RI 30 Bacillus - - 0,0 + 0,13 - - + - 0,25 0 0 0,4 0 0,40 0,53 0,33
RI 31 Priestia - - 0,0 + 0,13 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,13
RI 32 Pseudomonas - - 0,0 ++ 0,25 + - + - 0,50 0 0 0 0 0,00 0,25 0,25
RI 33 Rhizobium - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0,28 0 0 0 0,28 0,28 0,20
RI 34 Bacillus - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
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CAPITULO 5: Anexo B Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los

estudios descriptos en el Capitulo 3

Tabla 6.2.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacidén en relacion a la colonizacidn vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad

antagonista (actividad amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicién del crecimiento radial de hongos fitopatdogenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para
cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.
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RI 35 Fictibacillus + - 0,5 - 0,25 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,19
RI 36 Arthrobacter - - 0,0 - 0,00 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
RI 37 Curtobacterium - - 0,0 ++ 0,25 - - - + 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,19
RI 38 Arthrobacter + - 0,5 - 0,25 + + - - 0,50 0,32 0 0 0 0,32 0,57 041
RI 40 Microbacterium - NC 0,0 - 0,00 = NC - + - 0,33 0 0 0 0 0,00 0,17 0,08
Rl 41 Arthrobacter NC - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
RI 42 Bacillus - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
RI 43 Janibacter - - 0,0 + 0,13 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,13
RI 45 Priestia - - 0,0 + 0,13 + - - + 0,50 0,24 0 0,24 0 0,24 0,49 0,31
RI1 47 Microbacterium - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
RI 48 Bacillus - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0,24 0 0,24 0 0,24 0,24 0,18
RI51 Pseudoarthrobacter - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0,3 0 0 0 0,30 0,30 0,28
RI 52 Bacillus - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0,22 0 0,24 0 0,23 0,23 0,12
RI53 Janibacter - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
RM1 Bacillus + - 0,5 ++++ 0,75 - NC + + 0,67 0,58 0,28 0,64 0 0,50 0,83 0,79
RM 2 Chryseobacterium - - 0,0 + 0,13 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,13
RMm 3 Pseudomonas - - 0,0 + 0,13 - - - + 025 044 044 052 044 046 059 0,36
RM 4 Pseudomonas - - 0,0 + 0,13 - - - + 0,25 0,38 0,36 0,52 0,3 0,39 0,52 0,32
RM5 Bacillus - - 0,0 + 0,13 - - + - 0,25 044 042 1052 1032 043 055 0,34
RM 6 Bacillus - - 0,0 + 0,13 - - + - 025 042 038 046 044 043 055 0,34
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CAPITULO 5: Anexo B

cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
estudios descriptos en el Capitulo 3
Tabla 6.2.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacidén en relacion a la colonizacidn vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad
antagonista (actividad amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicién del crecimiento radial de hongos fitopatdogenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para
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RM 7 Chryseobacterium - - 0,0 ++ 0,25 - + - - 0,25 0,6 0,4 0,5 0,36 047 059 0,42
RM 13 Luteibacter - - 0,0 + 0,13 - + - - 0,25 0,46 0 0,36 0 0,41 0,54 0,33
RM 16 Microbacterium - - 0,0 ++++ 0,50 - NC - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
RM 17 Bacillus - - 00 +++ 0,38 - - - + 0,25 0 0 0,36 0 0,36 049 043
TI1 Bacillus - + 0,5 + 0,38 + - - - 0,25 0,64 0,24 0 0,4 0,43 0,55 0,46
Tl 2 Microbacterium NC - 0,0 ++++ 0,50 - - - + 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,31
TI3 Curtobacterium - - 0,0 ++++ 0,50 - + - + 0,50 0 0 0 0 0,00 0,25 0,38
TI4 Lysobacter - - 0,0 - 0,00 - - + + 0,50 0 0 0 0 0,00 0,25 0,13
TI5 Enterobacter NC - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
TI6 Curtobacterium - - 0,0 ++ 0,25 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,19
TI7 Pseudomonas - - 00 +++ 0,38 - - - + 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,25
TI8 Pseudomonas - - 0,0 - 0,00 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,06
TI9 Microbacterium + - 0,5 ++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
TI 10 Pseudomonas - - 0,0 +++ 0,38 - - - + 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,25
TI11 Pseudomonas - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
TI12 Curtobacterium NC - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0,36 0 0 0 0,36 0,36 0,24
TI13 Curtobacterium - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
TI14 Brachybacterium + NC 1,0 + 0,63 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,31
TI 15 Pseudomonas - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
TI17 Bacillus - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0,62 0,3 0,74 044 053 053 0,33
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CAPITULO 5: Anexo B

cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
estudios descriptos en el Capitulo 3
Tabla 6.2.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacidén en relacion a la colonizacidn vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad
antagonista (actividad amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicién del crecimiento radial de hongos fitopatdogenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para
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TI19 Chryseobacterium - + 0,5 - 0,25 - + - 0,50 0 0 0 0,2 0,20 0,45 0,35
TI21 Bacillus 0,5 +++ 0,63 - - - 0,25 0,7 ,32 0,78 0 0,60 0,73 0,68
TI 23 Pseudomonas - - 0,0 ++ 0,25 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
Tl 24 Microbacterium NC - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
TI 25 Ensifer - - 0,0 ++++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
Tl 26 Bacillus - + 0,5 ++++ 0,75 + - - - 0,25 0,72 ,28 0,72 048 055 0,68 0,71
TI 28 Pseudomonas - - 0,0 +++ 0,38 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,25
TI31 Pantoea - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
TI32 Chryseobacterium - - 0,0 + 0,13 + - - - 0,25 0 0 0,28 0 0,28 0,41 0,27
TI33 Pseudomonas - - 0,0 + 0,13 - + - - 0,25 0,3 0 0,3 0,2 0,27 0,39 0,26
™1 Curtobacterium - - 0,0 ++++ 0,50 - - - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,31
™ 2 Curtobacterium - - 00 +++ 0,38 - - - 0,25 0 0 0,46 0 0,46 0,59 0,48
T™ 3 Curtobacterium - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
T™MA4 Leclercia - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
TM5 Bacillus - - 0,0 ++++ 0,50 - - - - 0,00 0,58 0 0,64 0 0,61 0,61 0,56
TM6 Curtobacterium - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
™™ 7 Pseudomonas - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
™ 8 Bacillus - - 0,0 0,13 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,13
T™M9 Curtobacterium - - 0,0 0,13 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,13
T™M 10 Bacillus - - 0,0 0,13 - - + - 0,25 0,34 0 0,34 0 0,34 0,47 0,30

300



CAPITULO 5: Anexo B

cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
estudios descriptos en el Capitulo 3
Tabla 6.2.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacidén en relacion a la colonizacidn vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad
antagonista (actividad amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicién del crecimiento radial de hongos fitopatégenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para
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T™M 11 Bacillus - - 0,0 0,13 - - - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,13
™™ 12 Brachybacterium - - 0,0 0,13 - - - 0,25 0,4 0 0 0 0,40 0,53 0,33
TM 13 Pseudomonas + - 0,5 ++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
™ 14 Pseudomonas + - 0,5 ++++ 0,75 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,38
TM 16 Flavobacterium + - 0,5 ++++ 0,75 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,38
™ 17 Enterobacter + - 0,5 ++++ 0,75 - - - - 0,00 0,6 0 0 0 0,60 0,60 0,68
T™M 19 Pseudomonas - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
™ 20 Luteibacter NC - 0,0 + 0,13 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
™ 21 Brachybacterium - - 0,0 ++++ 0,50 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
™ 22 Microbacterium + - 0,5 - 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
™M 23 Stenotrophomonas - - 0,0 ++++ 0,50 - - - - 0,00 0 0,46 0,54 0 0,50 0,50 0,50
T™M 25 Microbacterium + - 0,5 + 0,38 - - - + 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,25
™™ 26 Pseudoarthrobacter - - 0,0 0,00 - - - NC 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
™ 27 Bacillus + - 0,5 ++++ 0,75 - - - - 0,00 0,24 0 0 0 0,24 0,24 0,50
TM 28 Brevibacterium - - 0,0 ++++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
T™M 30 Bacillus + + 1,0 ++++ 1,00  + NC + - 0,67 0,58 0,28 0,66 0,4 0,48 0,81 0,91
TM 31 Enterobacter - - 0,0 ++++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
™M 33 Enterobacter - - 0,0 ++++ 0,50 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,31
™ 34 Curtobacterium - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
TM 35 Bacillus - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
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cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
estudios descriptos en el Capitulo 3
Tabla 6.2.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacidén en relacion a la colonizacidn vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad
antagonista (actividad amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicién del crecimiento radial de hongos fitopatdogenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para
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T™M 36 Bacillus - - 0,0 ++++ 0,50  + NC + - 0,67 0,6 032 068 046 052 085 0,67
™M 38 Paenarthrobacter + - 0,5 +++ 0,63 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,31
™™ 39 Bacillus - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00
™™ 40 Chryseobacterium - + 0,5 - 0,25 + - + - 0,50 0 0 0,38 0 0,38 0,63 0,44
™ 42 Paenibacillus - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,13
TM 43 Arthrobacter - - 0,0 + 0,13 - NC - - 0,00 0 0 0,4 0 0,40 0,40 0,26
TM 44 Luteibacter NC - 0,0 +++ 0,38 - - - NC 0,00 0,36 0 0,34 0 0,35 0,35 0,36
TM 46 Microbacterium - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0,36 0 0 0 0,36 0,36 0,24
TM 47 Curtobacterium + - 0,5 ++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0,38 0 0,38 0,38 0,44
TM 48 Bacillus - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
FI1 Pseudomonas - - 0,0 + 0,13 - - - + 0,25 0,8 0 0,34 0,2 0,45 0,57 0,35
FI 2 Curtobacterium - - 0,0 +++ 0,38 - - - - 0,00 0 0 0,36 0 0,36 0,36 0,37
FI3 Bacillus - 0,5 - 0,25 - - + - 0,25 0,26 0 0,36 0,2 0,27 0,40 0,32
Fl4 Serratia - 0,5 ++ 0,50 - - - + 0,25 0,5 0 0 0 0,50 0,63 0,56
FI5 Pseudomonas - - 0,0 + 0,13 - - - + 0,25 0,82 0 0,4 0 0,61 0,74 0,43
FI6 Curtobacterium - - 0,0 +++ 0,38 - - - + 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,25
FI9 Kluyvera - - 0,0 ++++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
Fl 10 Pectobacterium + - 0,5 ++ 0,50 - - - - 0,00 0,38 0 0 0 0,38 0,38 0,44
Fl11 Cellulosimicrobium - - 0,0 + 0,13 - - 0,50 0 0 0 0 0,00 0,25 0,19
Fl1 12 Pantoea - - 0,0 ++++ 0,50 - - 0,50 0,42 0 0,34 0 0,38 0,63 0,57
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cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
estudios descriptos en el Capitulo 3
Tabla 6.2.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacidén en relacion a la colonizacidn vegetal (actividad celulasa, pectinasa y crecimiento en biofilm) y a la actividad
antagonista (actividad amilasa, quitinasa, proteasa, y lipasa, inhibicién del crecimiento radial de hongos fitopatdogenos), y resultado de los indices ICEC, ICV, IPA e IPB para

COLONIZACION VEGETAL

ACTIVIDAD ANTAGONISTA

o

o

k5 g S 3 < 33 . , €

: 5 S 2y 2 3z 3:EE3 5 & & & ¢ 5 o5 s

: 8 : 5 2 8 T §ESE 8 2 ¢ 2 g & % ¢

< @) o o0 < 8 o a
FI113 Pantoea - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0 0,2 0,48 0 0,34 0,34 0,30
Fl 14 Pantoea + - 0,5 ++ 0,50 - - - - 0,00 0 0,22 0 0 0,22 0,22 0,36
FI 15 Bacillus - - 0,0 ++++ 0,50 - - - - 000 0,46 0,24 0,46 0 0,39 0,39 0,44
Fl117 Phyllobacterium + - 0,5 +++ 0,63 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,31
FI 18 Curtobacterium - - 0,0 - 0,00 - - + + 0,50 0 0 0 0 0,00 0,25 0,13
FM1 Pantoea - + 0,5 ++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0,3 0,30 0,30 0,40
FM 2 Chryseobacterium - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0 0 0,24 0 0,24 0,24 0,12
FM 3 Stenotrophomonas - - 0,0 ++++ 0,50 - - + - 0,25 0 0 0,58 0 0,58 0,71 0,60
FM 4 Bacillus - - 0,0 - 0,00 - - + - 0,25 0 0 0 0 0,00 0,13 0,06
FM 5 Pseudomonas - - 0,0 ++ 0,25 - - + + 0,50 0,9 0 08 0,28 068 093 0,59
FM 6 Xhantomonas - - 0,0 - 0,00 + - + - 0,50 0,38 0 0,36 0 0,37 0,62 0,31
FM 7 Pantoea - - 0,0 - 0,00 - - - - 0,00 0,4 0 0 0 0,40 0,40 0,20
FM 8 Chryseobacterium - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0,56 0 0,56 0,56 0,34
FM9 Chryseobacterium - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0,32 0 0,32 0,32 0,22
FM 10 Curtobacterium - - 0,0 + 0,13 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,06
FM 13 Enterobacter - - 0,0 ++++ 0,50 - - - - 0,00 0,62 0 0,8 0 0,71 0,71 0,61
FM 14 Pantoea - - 0,0 ++ 0,25 - - - - 0,00 0,28 0 0,3 0 0,29 0,29 0,27
FM 15 Stenotrophomonas NC - 0,0 ++++ 0,50 - - + + 0,50 0,38 0 0,8 0 0,59 0,84 0,67
FM 16 Curtobacterium - - 0,0 ++++ 0,50 - - - - 0,00 0 0 0 0 0,00 0,00 0,25
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6.2.2 ENSAYOS DE ANTAGONISMO

6.2.2.1 Ensayos de germinacion de conidios

- Cultivos bacterianos utilizados como indculos para el ensayo

Tabla 6.2.2a Concentracidn de UFC mIy pH final de los cultivos liquidos de los aislamientos bacterianos seleccionados
como antagonistas especificos y/o generales por sus mayores valores de PICR e IPB, respectivamente.

AISLAMIENTO GENERO UFC ml* pH
™™ 30 Bacillus 8,54 x 108 7,75
RhM38 No identificado 8,09 x 108 8,1

RM 1 Bacillus 4,32 x 108 7,74
Rhl 22 No identificado 6,12 x 108 7,96
Tl 26 Bacillus 6,86 x 108 7,84
FM5 Pseudomonas 6,12 x 108 8,10
RhI 5 Pseudomonas 3,05 x 10° 8,03

FI5 Pseudomonas 9,54 x 108 8,12

Fl1 Pseudomonas 1,27 x 10° 8,13
™ 23 Stenotrophomonas 1,64 x 10° 7,78
RM 3 Pseudomonas 4,85 x 10° 7,97
RM 5 Bacillus 8,14 x 108 7,96
RM 7 Chryseobacterium 3,44 x 108 7,74
RM 6 Bacillus 9,09 x 108 7,98
FM 13 Enterobacter 7,14 x 108 7,63
FM 15 Stenotrophomonas 8,95 x 108 7,71
TI21 Bacillus 6,49 x 108 8,14
TI17 Bacillus 8,02 x 108 7,75

T™M 36 Bacillus 2,35x 108 7,97
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Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los

estudios descriptos en el Capitulo 3

- Inhibicion de la germinacion de conidios de Alternaria alternata

Tabla 6.2.2b Andlisis de varianza del porcentaje de germinacién de conidios de Alternaria alternata en los distintos
tratamientos con aislamientos bacterianos antagonistas. Variable: % de germinacién; a=0,05; Tratamientos: 40; r: 3;

N=120; CV=36,2.

= SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS
FUENTE DE VARIACION F P VALOR
u clo DRADOS BERTAD MEDIOS o
Aislamiento 5493,68 9 610,41 194,29 <0,01
Tiempo 188,02 3 62,67 19,95 <0,01
Aislamiento*Tiempo 1054,56 27 39,06 12,43 <0,01
Error 251,33 80 3,14
Total 6987,59 119
Grifico de residuos = Q-Q plot
5451 "g 5,007 n=120r=0,984 (RDUO % germinacion) »
» g
S 298 . o 275
£ o
£ 3
& 0507 . T 50
= - g
E -1,984 . # 175]
Test de Cochran [a=0,05) 2 ! Test de Shapiro-Wilks (o=0,05)
Gl —0,1379 L] o het W* =0,97
445 I G._..._.,I_: =0,1915 I | L] I E to0) | p;__J:_ =0,182 I |
-1,60 9,03 19,67 30,30 4093 § ’ -4,00 -1,75 0,50 275 5,00

PRED % germinacion

Cuantiles de una Normal(-4,959E-016,2 112)

Figura 6.2.2a Comprobacion grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 6.2.2c Comparacion de medias de la interaccidon Aislamiento*Tiempo mediante test de Tukey. Variable: % de
germinacion; a=0,05; Tratamientos: 40; r: 3 para todos los niveles. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p>0,05).

TRATAMIENTO TIEMPO GERMINACION DE CONIDIOS (%)
Resto de los tratamientos Todos los tiempos <4,7 a
Control 24 h 11,3 b
Control 48 h 22,7C
Control 72 h 27,3 cC
Control 168 h 39,0d
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- Inhibicion de la germinacion de conidios de Botrytis cinerea

Tabla 6.2.2d Andlisis de varianza del porcentaje de germinacion de conidios de Botrytis cinerea en los distintos trata-
mientos con aislamientos bacterianos antagonistas. Variable: % de germinacidn; a=0,05; Tratamientos: 44; r=3; N=132;
Cv=27,4.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION F P VALOR
u clo DRADOS BERTAD MEDIOS o
Aislamiento 45280,21 10 4528,02 405,49 <0,01
Tiempo 1251,55 3 417,18 37,36 <0,01
Aislamiento*Tiempo 3096,45 30 103,22 9,24 <0,01
Error 982,67 88 11,17
Total 50610,88 131
Grifico de residuos = Q-Q plot
11,104 . "é 10,004 n= 132 r= 0,849 (RDUO % geminacion) *
j
E
< * L * . . o
.‘8 5,051 . ., » = 4,50
s > e o)
£ ¥ . i 2
s 100 ‘: . " s ® [ . % 100
= o
% * I ¢ o* . » . §
2 705 he . & 650
Test de Cochran (x=0,05) 2 ’ Test de Shapiro-Wilks (c=0,05)
Gseutato = 0,0862 o W* =0,93
1310) | G D.lﬂsaI | - | = ool . PI =0,132 | |
-365 16,43 36,50 56,58 76,65 § 12,00 6,50 -1.00 450 10,00
PRED % germinacion Cuantiles de una Normal(-7,2938E-015,7,5013)

Figura 6.2.2b Comprobacion gréfica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 6.2.2e Comparacién de medias de la interacciéon Aislamiento*Tiempo mediante test de Tukey. Variable: % de
germinacion; a=0,05; Tratamientos: 44; r=3 para todos los niveles. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p>0,05)

TRATAMIENTO TIEMPO GERMINACION DE CONIDIOS (%)

Resto de los tratamientos Todos los tiempos <8,0a
TI 26 24 h 12,0 b
RhM 28 48 h 13,0 b
RhM 28 72h 18,3 b
RhM 28 24h 19,3 b
RhM 28 168 h 22,0b

TI 26 48 h 41,0 C

TI 26 72h 433 C
Control 24 h 46,3 C

TI 26 168 h 54,7 d
Control 48 h 59,3d
Control 72h 61,0 d
Control 168 h 73,0 e
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- Inhibicion de la germinacion de conidios de Fusarium oxysporum

Tabla 6.2.2f Analisis de varianza del porcentaje de germinacidn de conidios de Fusarium oxysporum en los distintos
tratamientos con aislamientos bacterianos antagonistas. Variable: % de germinacidn; a=0,05; Tratamientos: 44; r=3;

N=132; CV=43,1.

SUMA DE CUA-

GRADOS DE LI-

CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION F P VALOR
u clo DRADOS BERTAD MEDIOS o
Aislamiento 5200,24 10 520,02 123,46 <0,01
Tiempo 615,88 3 205,29 48,74 <0,01
Aislamiento*Tiempo 1703,45 30 56,78 13,48 <0,01
Error 370,67 88 4,21
Total 7890,24 131
i
Grifico de residuos - Q-Q plot
5,60 . . "§ 5,001 n= 132 r= 0,964 (RDUO % germinac idn) L
- ® E
r§ 2301 e . o 200
g s N * - o
E W e 2
5 100! AT . o X 400,
E.Q {. - P L ] g
S . 2
L]
2 430 & _100
Test de Cochran (o=0,05) . o Test de Shapiro-Wilks [a=0,05)
Goruinss = 0,1367 p . W* =0,95
G....=0,1853 . 2 Pyiar = 0,153
7607, — : . : t 700!, . . . .
1,62 9,11 10,83 30.56 a128 | 3 -7.00 -4.00 -1.00 2,00 5,00

PRED % germinacion

Cuantiles de una Mormal(-6,7488E-015,2 8295)

Figura 6.2.2c Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-

Wilks (der).

Tabla 6.2.2g Comparacién de medias de la interaccidn Aislamiento*Tiempo mediante test de Tukey. Variable: % de
germinacion; a=0,05; Tratamientos: 44; r=3 para todos los niveles. Medias con una letra comun no son significativamente

diferentes (p>0,05)

GERMINACION DE CONIDIOS (%)

TRATAMIENTO TIEMPO
Resto de los tratamientos Todos los tiempos
Rhl 22 48 h
T™M 30 72 h
T™M 30 48 h
CONTROL 24 h
T™M 30 168 h
Rhl 22 72 h
Rhl 22 168 h
CONTROL 48 h
CONTROL 72 h
CONTROL 168 h

<4,02a
53b
7,7b
8,0b
9,7b
9,7b
10,3 b
10,3 b
12,3¢C
33,0d
39,3d
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6.2.2.2 Antagonismo contra Botrytis cinerea en germinacion de semillas de lechuga

Tabla 6.2.2h Analisis de varianza de la incidencia de la enfermedad provocada por Botrytis cinerea en los distintos
tratamientos con aislamientos bacterianos antagonistas. Variable: % de incidencia; a=0,05; Tratamientos: 9; r=2; N=18;
Cv=37,5.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION F P VALOR
DRADOS BERTAD MEDIOS
Tratamiento 1,11 8 0,14 13,68 <0,01
Error 0,09 9 0,01
Total 1,2 17
Grifico de residuos Q-Q plot
0,17 S 0151n=18r=0984 (ROUO Inc idencia) .

- c
@
. 2

®© 0,081 6 008
o . 2
S . A 0
- P r
] . ] =

= 0,00 - » o 0.004
@] * . &
= M . =
[} . o

© -00ef S -008

» Test de Cochran (a=0,05) 0 ’ Test de Shapiro-Wilks (o=0,05)
Gutnss = 0,5192 2 W* =0,98
L] - c =
017 T T T S D'?ISM T g 0157 « T F:“:l Sl T T
-0,02 0,19 0.41 0,62 0,84 © -0,15 -0,08 0,00 0,08 0,15
PRED Incidencia Cuantiles de una Normal(-9,2519E-018,0,0053508)

Figura 6.2.2d Comprobacion grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA. Homogeneidad de varianzas a través del
grafico de residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-
Wilks (der).

Tabla 6.2.2i Comparacion de medias entre los tratamientos mediante test de Tukey. Variable: % de incidencia; a=0,05;
Tratamientos: 9; r=2 para todos los niveles. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

TRATAMIENTO INCIDENCIA (%)

™ 23 1,92 a
RM 3 6,17 a
RM 5 8,86 a
RM 6 14,42 a
RM 1 18,57 a
RM 7 18,78 a
™™ 30 33,89 ab
Rhi 22 58,57 bc

B. cinerea 79,91 cC
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6.2.2.3 Andlisis de componentes principales sobre indices de antagonismo

- Tomando todos los aislamientos sin criterio de clasificacion

Tabla 6.2.2j Matriz de correlacion/probabilidades entre los indices calculados en base a la actividad antagonista.

cv ICEA PICRAa PICRBc PICRFo PICRSs
icv
ICEA 0,0007
PICRAa 0,0018 <0,0001
PICRBc 0,0006 <0,0001 <0,0001
PICRFo 0,0019 <0,0001 <0,0001 <0,0001
PICRSs 0,0049 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
IPB <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tabla 6.2.2k Autovalores y autovectores
Autovalores Autovectores
Lambda Valor Proporcion Acumulado Variables el e2 e3
1 3,7 0,53 0,53 [aY; 0,27 0,72 -0,37
2 1,18 0,17 0,7 ICEA 0,31 0,16 0,89
3 0,75 0,11 0,8 PICRAa 0,41 -0,2 0,01
4 0,62 0,09 0,89 PICRBc 0,37 -0,29 -0,22
5 0,39 0,06 0,95 PICRFo 0,4 -0,22 -0,13
6 0,33 0,05 1 PICRSs 0,39 -0,36 -0,11
7 0,03 4,70E-03 1 IPB 0,46 0,39 -0,01

- Tomando todos los aislamientos clasificados sequn el microhdbitat

Tabla 6.2.21 Matriz de correlacidn/probabilidades entre los indices calculados en base a la actividad antagonista.

cv ICEA PICRAa PICRBc PICRFo PICRSs
cv
ICEA 0,9822

PICRAa 0,2308 0,4208
PICRBc 0,5157 0,3288 0,5877
PICRFo 0,306 0,5276 0,0054 0,583
PICRSs 0,2348 0,666 0,4094 0,6535 0,3682

IPB 0,133 0,477 0,0017 0,5831 0,0136 0,3181
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Tabla 6.2.2m Autovalores y autovectores

Autovalores Autovectores
Lambda Valor Proporcion Acumulado Variables el e2 e3
1 4,12 0,59 0,59 IcvV 0,39 -0,2 0,46
2 1,72 0,25 0,83 ICEA 0,2 0,61 -0,41
3 0,9 0,13 0,96 PICRAa 0,48 -0,01 -0,26
4 0,26 0,04 1 PICRBc -0,14 0,72 0,21
5 0 0 1 PICRFo 0,46 -0,03 -0,23
6 0 0 1 PICRSs 0,33 0,27 0,67
7 0 0 1 IPB 0,49 -0,03 -0,12
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6.3 CARACTERIZACION RELACIONADA A LA PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL IN VITRO

6.3.1 RESUMEN DE INDICES

Tabla 6.3.1a Resultados de la caracterizacion en relacién a la colonizacion vegetal (ICV) y a la promocidn del crecimiento vegetal (solubilizacidn de fésforo, produccién de
siderdforos, produccion de auxinas, fijacion bioldgica del nitréogeno), y resultado de los indices para cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

ACTIVIDAD DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL

2 §® z

c o ° 9 = 3 — o)

) T o 2 (0] w )

E 5 228 58 ¢z & & o F 2 =z & < 3 3

© o weo >~ DT w b %) 5 n Z z i ) < S &

< 58 57 e 2B < -

E 7 =) »
%)

SI1 0,50 ++ 0,34 0,19 - 0,00 ND ND ND + 0,33 0,13 0,38
Si2 0,00 - ND 0,00 ++ 0,66 ND ND ND - 0 0,17 0,17
SI3 0,50 ++ 0,67 0,36 - 0,00 ND ND ND - 0 0,09 0,34
Sl 4 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,06
SIS 0,50 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND + 0,33 0,08 0,33
SI6 0,25 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,13
S17 0,25 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND - 0 0,08 0,21
SI8 0,50 ++ 0,37 0,20 - 0,00 ND ND ND - 0 0,05 0,30
SI19 0,50 - ND 0,00 ++ 0,66 ND ND ND - 0 0,17 0,42
S110 0,25 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND + 0,33 0,08 0,21
Si11 0,00 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,00
SI12 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,06
SM1 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND ++ 0,67 0,17 0,23
SM 2 0,38 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND - 0 0,08 0,27
SM3 0,13 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND - 0 0,08 0,15
SM 4 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND ++ 0,67 0,17 0,23
SM5 0,00 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND - 0 0,01 0,01
SM 6 0,00 - ND 0,00 ++ 0,66 ND ND ND - 0 0,17 0,17
SM 8 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,06
SM 9 0,00 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND - 0 0,08 0,08
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estudios descriptos en el Capitulo 3

Tabla 6.3.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacion en relacién a la colonizacion vegetal (ICV) y a la promocién del crecimiento vegetal (solubilizacion de fosforo,
produccion de siderdforos, produccidn de auxinas, fijacion bioldgica del nitrégeno), y resultado de los indices para cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

ACTIVIDAD DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL

c ;

% o 3 g g 3 — o

£ c E 2% 38 oz =& & a = z = £ x 5 B

5 3 26~ %8 & &8 ¢ » = - B % 2 £ z

< 5 ® s~ o i @ < =

= S “

SM 10 0,00 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND + 0,33 0,17 0,17
SM 11 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,06
SM 12 0,25 - ND 0,00 ++ 0,66 ND ND ND - 0 0,17 0,29
Rhi 1 0,13 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND - 0 0,01 0,08
Rhl 2 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,06
Rhi 3 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND +++ 1 0,25 0,31
Rhl 4 0,38 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND +++ 1 0,26 045
Rhi 5 Pseudomonas 0,25 - ND 0,00 + 0,33 - - 0 + 0,33 0,17 0,29
Rhl 6 0,38 - ND 0,00 ++ 0,66 ND ND ND - 0 0,17 0,35
Rhi 7 0,00 - ND 0,00 ++ 0,66 ND ND ND +++ 1 0,42 0,42
Rhl 8 0,25 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,13
Rhi 9 0,25 - ND 0,00 ++ 0,66 ND ND ND - 0 0,17 0,29
Rhl 10 0,25 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,13
Rhl 11 0,25 - ND 0,00 ++ 0,66 ND ND ND - 0 0,17 0,29
Rhil 12 0,13 +++ 0,58 0,31 ++ 0,66 ND ND ND - 0 0,24 0,31
Rhl 13 0,63 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND - 0 0,08 0,40
Rhl 14 0,25 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,13
Rhl 16 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,06
Rhl 17 0,00 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND +++ 1 0,25 0,25
Rhl 18 0,38 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND +++ 1 0,26 045
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estudios descriptos en el Capitulo 3

Tabla 6.3.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacion en relacién a la colonizacion vegetal (ICV) y a la promocién del crecimiento vegetal (solubilizacion de fosforo,
produccion de siderdforos, produccidn de auxinas, fijacion bioldgica del nitrégeno), y resultado de los indices para cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

ACTIVIDAD DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL

S ;

% o 3 g g 3 — o

£ c E 2% 38 oz =& & a = z = £ x 5 B

s 8 26> B8 & L o & = = 2 = 2 S a

< 5 ® s~ o i @ < =

= S “

Rhl 19 0,25 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND - 0 0,01 0,14
Rhl 20 0,38 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,19
Rhl 21 0,13 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND - 0 0,01 0,08
Rhl 22 0,88 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND - 0 0,08 0,52
Rhi 23 0,63 + 0,10 0,05 + 0,33 ND ND ND - 0 0,10 0,41
Rhi 24 0,38 + 0,10 0,05 +++ 1,00 ND ND ND - 0 0,26 0,45
Rhl 25 Pseudomonas 0,13 ++ 0,35 0,19 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,21 0,27
Rhi 27 0,25 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND - 0 0,01 0,14
Rhl 28 Brevibacterium 0,13 +++ 0,89 0,48 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,29 0,35
Rhi 29 0,13 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND ++ 0,67 0,18 0,24
Rhl 30 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND + 0,33 0,08 0,15
Rhi 31 0,25 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND +++ 1 0,26 0,39
Rhl 33 0,00 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,00
Rhl 34 0,00 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND + 0,33 0,08 0,08
Rhl 35 0,13 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND - 0 0,01 0,08
RhM 1 0,00 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND + 0,33 0,17 0,17
RhM 2 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,06
RhM 3 0,25 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND - 0 0,08 0,21
RhM 4 0,38 +++ 1,11 0,60 - 0,00 ND ND ND - 0 0,15 0,34
Rhim 5 Pseudomonas 0,25 + 0,10 0,05 ++ 0,66 - + 1 - 0 0,43 0,55
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RhM 6 0,00 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,00
RhM 7 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,06
RhM 8 0,13 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND +++ 1 0,33 0,40
RhM 9 0,38 - ND 0,00 +++ 1,00 ND ND ND - 0 0,25 0,44
Rhm 11 Pseudomonas 0,38 - ND 0,00 ++ 0,66 ND ND ND - 0 0,17 0,48
RhM 10 0,63 +++ 1,17 0,63 + 0,33 - - 0 - 0 0,24 0,43
RhM 12 0,75 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND - 0 0,08 0,46
RhM 13 0,25 +++ 0,56 0,30 - 0,00 ND ND ND + 0,33 0,16 0,28
RhM 14 0,00 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND - 0 0,01 0,01
RhM 15 0,13 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND + 0,33 0,10 0,16
RhM 16 0,25 +++ 0,22 0,12 - 0,00 ND ND ND - 0 0,03 0,16
RhM 17 0,25 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND - 0 0,08 0,21
RhM 18 0,25 - ND 0,00 ++ 0,66 ND ND ND + 0,33 0,25 0,37
RhM 19 0,00 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND + 0,33 0,10 0,10
RhM 20 Pseudomonas 1,00 ++ 0,30 0,16 + 0,33 - - 0 - 0 0,12 0,62
Rhiv 21 Pseudomonas 0,25 +++ 0,59 0,32 + 0,33 - + 1 - 0 0,41 0,54
RhM 22 0,25 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND - 0 0,08 0,21
RhM 23 Pseudomonas 0,13 + 0,10 0,05 + 0,33 - - 0 - 0 0,10 0,16
RhM 24 0,50 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,25
RhM 25 0,38 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,19
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RhM 26 0,13 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND - 0 0,01 0,08
RhM 27 0,00 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,00
RhM 28 0,25 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,13
RhM 29 0,00 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND - 0 0,01 0,01
RhM 30 0,25 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND - 0 0,01 0,14
RhM 31 0,25 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND + 0,33 0,10 0,22
RhM 32 0,50 +++ 0,37 0,20 + 0,33 ND ND ND - 0 0,13 0,38
RhM 33 0,75 +++ 0,44 024 + 033 ND ND ND - 0 0,14 0,52
RhM 34 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND +++ 1 0,25 0,31
RhM 35 0,38 +++ 0,94 0,51 - 0,00 ND ND ND - 0 0,13 0,32
RhM 36 0,13 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND + 0,33 0,10 0,16
RhM 37 0,50 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND 0,33 0,10 0,35
RhM 38 1,00 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND - 0 0,08 0,58
RhM 39 0,50 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,25
RhM 40 Bacillus 0,25 ++ 1,61 0,87 + 0,33 - + 1 - 0 0,55 0,68
RhM 41 0,13 + 0,10 0,05 + 0,33 ND ND ND - 0 0,10 0,16
RhM 42 0,25 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,13
RhM 43 0,38 + 0,10 0,05 + 0,33 ND ND ND - 0 0,10 0,28
RhM 44 0,25 ++ 0,33 0,18 + 0,33 ND ND ND - 0 0,13 0,25
RhM 45 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,06
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RhM 46 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,06
RhM 47 Peribacillus 0,50 +++ 0,42 0,23 + 0,33 - - 0 - 0 0,14 0,39
RhM 48 0,25 + 0,10 0,05 - 0,00 ND ND ND - 0 0,01 0,14
RhM 49 0,50 + 0,10 0,05 + 0,33 ND ND ND +++ 1 0,35 0,60
RhM 50 0,13 - ND 0,00 ++ 0,66 ND ND ND - 0 0,17 0,23
RhM 51 0,25 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,13
RhM 52 0,25 ++ 0,33 0,18 ++ 0,66 ND ND ND - 0 0,21 0,34
RhM 53 0,25 - ND 0,00 + 0,33 ND ND ND - 0 0,08 0,21
RhM 54 0,13 + 0,10 0,05 + 0,33 ND ND ND +++ 1 0,35 0,41
RI1 Priestia 0,50 ++ 1,85 1,00 - 0,00 - - 0 + 0,33 033 0,58
RI 2 Bacillus 0,13 +++ 0,63 0,34 - 0,00 + - 1 - 0 0,34 0,40
RI3 Bacillus 0,50 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 ++ 0,67 0,17 0,42
RI 4 Pseudomonas 0,00 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 ++ 0,67 0,18 0,18
RI5 Bacillus 0,00 ++ 0,21 0,11 - 0,00 - - 0 ++ 0,67 0,20 0,20
Rl 6 Pseudomonas 0,13 +++ 0,42 0,23 - 0,00 + - 1 - 0 0,31 0,37
RI 7 Pseudomonas 0,00 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 + 0,33 0,10 0,10
RI 8 Microbacterium 0,38 + 0,10 0,05 - 0,00 - + 1 ++ 0,67 0,43 0,62
RI9 Brachybacterium 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
RI 10 Bacillus 0,38 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 ++ 0,67 0,17 0,36
RI 11 Peribacillus 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
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RI 12 Microbacterium 0,63 + 0,10 0,05 - 0,00 - 0 + 0,33 0,10 0,41

RI 13 Peribacillus 0,50 - ND 0,00 ++ 0,66 - + 1 - 0 0,42 0,67

RI 14 Sphingomonas 0,25 - ND 0,00 + 0,33 + - 1 - 0 0,33 0,46

RI 15 Bacillus 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 + 0,33 0,08 0,15

RI 16 Bacillus 0,25 - ND 0,00 + 0,33 - 1 + 0,33 0,42 0,54

RI 17 Agrobacterium 0,50 + 0,10 0,05 + 0,33 - 1 + 0,33 0,43 0,68

RI 18 Bacillus 0,63 - ND 0,00 + 0,33 - - 0 ++ 0,67 0,25 0,56

RI 19 Priestia 0,38 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 +++ 1 0,25 0,44

RI 20 Microbacterium 0,50 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 ++ 0,67 0,18 0,43

Rl 21 Bacillus 0,63 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 ++ 0,67 018 049

RI 24 Microbacterium 0,63 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,31

RI 25 Luteibacter 0,63 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,31

RI 26 Dyella 0,38 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,19

RI 27 Microbacterium 0,38 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 ++ 0,67 0,18 0,37

RI 29 Bacillus 0,50 - ND 0,00 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,17 042

RI 30 Bacillus 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 +++ 1 0,25 0,31

RI 31 Priestia 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 + 0,33 0,08 0,15

RI 32 Pseudomonas 0,25 +++ 0,56 0,30 - 0,00 + - 1 - 0 0,33 0,45

RI 33 Rhizobium 0,13 + 0,10 0,05 + 0,33 - - 0 +++ 1 0,35 0,41

RI 34 Bacillus 0,00 - ND 0,00 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,17 0,17
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Tabla 6.3.1a (continuacidn) Resultados de la caracterizacion en relacién a la colonizacion vegetal (ICV) y a la promocién del crecimiento vegetal (solubilizacion de fosforo,
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RI 35 Fictibacillus 0,25 - ND 0,00 + 0,33 - 0 - 0 0,08 0,21
RI 36 Arthrobacter 0,00 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 +++ 1 0,25 0,25
RI 37 Curtobacterium 0,25 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,13
RI 38 Arthrobacter 0,25 - ND 0,00 - 0,00 - + 1 - 0 0,25 0,38
RI 40 Microbacterium 0,00 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 - 0 0,01 0,01
Rl 41 Arthrobacter 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
RI 42 Bacillus 0,00 - ND 0,00 - 0,00 - + 1 - 0 0,25 0,25
RI 43 Janibacter 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
RI 45 Priestia 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 ++ 0,67 0,17 0,23
RI 47 Microbacterium 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 + 0,33 0,08 0,15
RI 48 Bacillus 0,13 - ND 0,00 - 0,00 + - 1 ++ 0,67 0,42 0,48
RI 51 Pseudoarthrobacter 0,25 - ND 0,00 - 0,00 - + 1 0,33 0,33 0,46
RI 52 Bacillus 0,00 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 0,33 0,08 0,08
RI53 Janibacter 0,25 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,13
RM 1 Bacillus 0,75 - ND 0,00 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,17 0,54
RM 2 Chryseobacterium 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
RM 3 Pseudomonas 0,13 + 0,10 0,05 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,18 0,24
RM 4 Pseudomonas 0,13 + 0,10 0,05 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,18 0,24
RM 5 Bacillus 0,13 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 - 0 0,01 0,08
RM 6 Bacillus 0,13 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 + 0,33 0,10 0,16
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produccion de siderdforos, produccién de auxinas, fijacion bioldgica del nitrégeno), y resultado de los indices para cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

ACTIVIDAD DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL

C © 7
g S s % |3 s _ =
= e 2 >3 ~2 z - K A S = ~ © =< > >
s 8 26> B8 & L o & = = 2 = 2 S a
< 5 ® s~ o i @ < =
= S “
RM 7 Chryseobacterium 0,25 + 0,10 0,05 - 0,00 - 0 - 0 0,01 0,14
RM 13 Luteibacter 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 + 0,33 0,08 0,15
RM 16 Microbacterium 0,50 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,25
RM 17 Nocardioides 0,38 - ND 0,00 +++ 1,00 - + 1 - 0 0,50 0,69
TI1 Bacillus 0,38 - ND 0,00 + 0,33 - - 0 - 0 0,08 0,27
T2 Microbacterium 0,50 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,25
TI3 Curtobacterium 0,50 - ND 0,00 + 0,33 - - 0 - 0 0,08 0,33
T4 Lysobacter 0,00 + 0,10 0,05 ++ 0,66 - - 0 + 0,33 0,26 0,26
TI5 Enterobacter 0,00 + 0,10 0,05 ++ 0,66 - - 0 ++ 0,67 0,35 0,35
TI6 Curtobacterium 0,25 +++ 0,68 0,37 ++ 0,66 - + 1 - 0 0,51 0,63
TI7 Pseudomonas 0,38 ++ 0,32 0,17 + 0,33 - - 0 - 0 0,13 0,31
TI8 Pseudomonas 0,00 - ND 0,00 ++ 0,66 - - 0 + 0,33 0,25 0,25
TI9 Microbacterium 0,50 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,25
TI 10 Pseudomonas 0,38 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 - 0 0,01 0,20
TI11 Pseudomonas 0,00 +++ 0,47 0,25 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,23 0,23
TI12 Curtobacterium 0,13 - ND 0,00 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,17 0,23
TI13 Curtobacterium 0,00 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,00
T 14 Brachybacterium 0,63 - ND 0,00 - 0,00 - 1 - 0 0,25 0,56
TI 15 Pseudomonas 0,25 +++ 1,68 0,91 + 0,33 - 1 ++ 0,67 0,73 0,85
TI 17 Pantoea 0,13 - ND 0,00 + 0,33 - - 0 - 0 0,08 0,15
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T119 Chryseobacterium 0,25 - ND 0,00 - 0,00 - 0 - 0 0,00 0,13
Tli21 Bacillus 0,63 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,31
Tl 23 Pseudomonas 0,25 +++ 1,50 0,81 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,37 0,49
Tl 24 Microbacterium 0,00 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,00
TI 25 Ensifer 0,50 +++ 0,59 0,32 + 0,33 + - 1 + 0,33 0,50 0,75
Tl 26 Bacillus 0,75 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,38
TI 28 Pseudomonas 0,38 +++ 1,84 1,00 + 0,33 - + 1 - 0 0,58 0,77
TI31 Pantoea 0,00 ++ 0,46 0,25 - 0,00 - - 0 - 0 0,06 0,06
TI132 Chryseobacterium 0,13 - ND 0,00 ++ 0,66 - - 0 + 0,33 0,25 0,31
TI 33 Pseudomonas 0,13 - ND 0,00 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,17 0,23
™1 Curtobacterium 0,50 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 + 0,33 0,08 0,33
™ 2 Curtobacterium 0,38 - ND 0,00 + 0,33 - - 0 0,33 0,17 0,35
™ 3 Curtobacterium 0,13 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 ++ 0,67 0,18 0,24
T™M4 Leclercia 0,13 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 - 0 0,01 0,08
T™M5 Bacillus 0,50 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 + 0,33 0,08 0,33
TM 6 Curtobacterium 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
™ 7 Pseudomonas 0,25 + 0,10 0,05 + 0,33 - - 0 - 0 0,10 0,22
T™ 8 Bacillus 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
™9 Curtobacterium 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
T™M 10 Bacillus 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
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T™M 11 Bacillus 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - 0 - 0 0,00 0,06
™™ 12 Brachybacterium 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
™ 13 Pseudomonas 0,50 +++ 0,47 0,26 ++ 0,66 - + 1 - 0 0,48 0,73
™ 14 Pseudomonas 0,75 +++ 0,79 0,43 ++ 0,66 - + 1 - 0 0,52 0,90
TM 16 Flavobacterium 0,75 + 0,10 0,05 ++ 0,66 - + 1 - 0 0,43 0,80
™™ 17 Enterobacter 0,75 +++ 1,26 0,68 - 0,00 - - 0 ++ 0,67 0,34 0,71
™ 19 Pseudomonas 0,13 +++ 0,63 0,34 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,25 0,31
™™ 20 Luteibacter 0,13 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,06
™™ 21 Brachybacterium 0,50 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,25
™™ 22 Microbacterium 0,25 - ND 0,00 + 0,33 - - 0 + 0,33 0,17 0,29
™™ 23 Stenotrophomonas 0,50 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,25
TM 25 Microbacterium 0,38 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,19
TM 26 Pseudoarthrobacter 0,00 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,00
™ 27 Bacillus 0,75 +4++ 0,38 0,21 + 0,33 - + 1 - 0 0,38 0,76
™ 28 Brevibacterium 0,50 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,25
™M 30 Bacillus 1,00 - ND 0,00 ++ 0,66 - + 1 - 0 0,42 0,92
™ 31 Enterobacter 0,50 +++ 1,74 0,94 - 0,00 - - 0 ++ 0,67 0,40 0,65
TM 33 Enterobacter 0,50 + 0,10 0,05 ++ 0,66 - - 0 + 0,33 0,26 0,51
™™ 34 Curtobacterium 0,25 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,13
T™M 35 Bacillus 0,13 - ND 0,00 ++ 0,66 - + 1 - 0 0,42 048
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TM 36 Bacillus 0,50 - ND 0,00 + 0,33 - + 1 - 0 0,33 0,58
TM 38 Paenarthrobacter 0,63 +++ 1,40 0,76 + 0,33 - - 0 - 0 0,27 0,58
™™ 39 Bacillus 0,00 - ND 0,00 + 0,33 - + 1 - 0 0,33 0,33
TM 40 Chryseobacterium 0,25 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,13
™™ 42 Paenibacillus 0,25 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,13
TM 43 Arthrobacter 0,13 - ND 0,00 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,17 0,23
T™M 44 Luteibacter 0,38 - ND 0,00 - 0,00 ND ND ND - 0 0,00 0,19
TM 46 Microbacterium 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
™ 47 Curtobacterium 0,50 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,25
TM 48 BacilluS 0,13 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 - 0 0,01 0,08
Fl1 Pseudomonas 0,13 + 0,10 0,05 + 0,33 + - 1 - 0 0,35 0,41
FI 2 Curtobacterium 0,38 +++ 0,32 0,17 - 0,00 - - 0 - 0 0,04 0,23
FI3 Bacillus 0,25 - ND 0,00 + 0,33 - + 1 - 0 0,33 0,46
Fl4 Serratia 0,50 ++ 0,38 0,21 - 0,00 - 1 - 0 0,30 0,55
FI5 Pseudomonas 0,13 +++ 0,55 0,30 - 0,00 - - 0 - 0 0,07 0,14
Fl6 Curtobacterium 0,38 + 0,10 0,05 + 0,33 - - 0 - 0 0,10 0,28
FI9 Kluyvera 0,50 +++ 0,37 0,20 - 0,00 - - 0 - 0 0,05 0,30
Fl 10 Pectobacterium 0,50 - ND 0,00 - 0,00 - + 1 - 0 0,25 0,50
Fl11 Cellulosimicrobium 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
Fl 12 Pantoea 0,50 ++ 0,94 0,51 - 0,00 - - 0 - 0 0,13 0,38
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produccion de siderdforos, produccién de auxinas, fijacion bioldgica del nitrégeno), y resultado de los indices para cada uno de los aislamientos bacterianos del cepario.

ACTIVIDAD DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL

C © 7

g S s % |3 s _ =

£ g 228 28 z o 8 o S =2 z B x 3 3

s 8 26> B8 & L o & = = 2 = 2 S a

< 5 ® s~ o i @ < =

= S “

FI113 Pantoea 0,25 + 0,10 0,05 - 0,00 - 0 ++ 0,67 018 0,31
Fl 14 Pantoea 0,50 ++ 0,38 0,21 - 0,00 + - 1 ++ 0,67 0,47 0,72
FI 15 Bacillus 0,50 + 0,10 0,05 - 0,00 - - 0 - 0 0,01 0,26
F117 Phyllobacterium 0,63 - ND 0,00 + 0,33 - - 0 - 0 0,08 0,40
F1 18 Curtobacterium 0,00 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,00
FM1 Pantoea 0,50 +++ 0,30 0,16 - 0,00 + - 1 ++ 0,67 0,46 0,71
FM 2 Chryseobacterium 0,00 + 0,10 0,05 - 0,00 + + 1 - 0 0,26 0,26
FM 3 Stenotrophomonas 0,50 +++ 1,33 0,72 ++ 0,66 - - 0 - 0 0,35 0,60
FM 4 Bacillus 0,00 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 ++ 0,67 0,17 0,17
FM 5 Pseudomonas 0,25 + 0,10 0,05 + 0,33 - - 0 - 0 0,10 0,22
FM 6 Xhantomonas 0,00 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,00
FM 7 Pantoea 0,00 ++ 0,35 0,19 + 0,33 - + 1 - 0 0,38 0,38
FM 8 Chryseobacterium 0,13 ++ 0,55 0,29 - 0,00 + + 1 - 0 0,32 0,39
FM9 Chryseobacterium 0,13 ++ 0,53 0,28 - 0,00 - + 1 - 0 0,32 0,38
FM 10 Curtobacterium 0,13 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,06
FM 13 Enterobacter 0,50 ++ 0,38 0,21 + 0,33 - - 0 +++ 1 0,38 0,63
FM 14 Pantoea 0,25 +++ 0,60 0,32 + 0,33 - - 0 - 0 0,16 0,29
FM 15 Stenotrophomonas 0,50 - ND 0,00 - 0,00 - - 0 - 0 0,00 0,25
FM 16 Curtobacterium 0,50 ++ 0,30 0,16 - 0,00 - - 0 - 0 0,04 0,29
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Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los
estudios descriptos en el Capitulo 3

6.3.1.1 Andlisis de componentes principales sobre indices de promocion del crecimiento vegetal

- Tomando todos los aislamientos sin criterio de clasificacion

Tabla 6.3.1a. Matriz de correlacidon/probabilidades entre los indices calculados en base a la actividad antagonista.

icv ISolP SID AUX
Icv
1SolP 0,0013
SID 0,0845 0,0807
AUX 0,2896 0,8979 0,0247
IPPCV <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tabla 6.3.1b. Autovalores y autovectores
Autovalores Autovectores
Lambda Valor Proporcion Acumulado Variables el e2 e3
1 2,08 0,42 0,42 IcV 0,51 -0,03 -0,41
2 1,12 0,22 0,64 ISolP 0,42 0,04 -0,36
3 0,88 0,18 0,82 SID 0,35 -0,47 0,74
4 0,81 0,16 0,98 AUX 0,08 0,87 0,38
5 0,11 0,02 1 IPPCV 0,66 0,15 0,1

- Tomando todos los aislamientos clasificados sequn el microhdbitat

Tabla 6.3.1c. Matriz de correlacion/probabilidades entre los indices calculados en base a la actividad antagonista.

cv ISolP SID AUX
ICV
1SolP 0,0478
SID 0,8621 0,967
AUX 0,7747 0,4268 0,3704
IPPCV 0,0321 0,1238 0,6581 0,8242
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Tabla 6.3.1d. Autovalores y autovectores

Autovalores Autovectores
Lambda Valor Proporcion Acumulado Variables el e2 e3
1 2,76 0,55 0,55 ICV 0,59 -2x103 0,3
2 1,64 0,33 0,88 ISolP 0,58 -0,1 -0,31
3 0,57 0,11 1 SID -0,01 -0,67 0,69
4 0,02 4,60E-03 1 AUX -0,17 0,67 0,55
5 0 0 1 IPPCV 0,54 0,3 0,19

6.3.2 ENSAYOS DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL EN CULTIVO DE LECHUGA Y TO-
MATE IN VIVO

6.3.2.1 Cultivos bacterianos para ensayos de promocion del crecimiento vegetal in vivo

Tabla 6.3.2a Concentracién de UFC mI™ y pH final de los cultivos liquidos de los aislamientos bacterianos seleccionados
como potenciales promotores del crecimiento vegetal por sus mayores valores de IMPCV e IPPCV.

AISLAMIENTO GENERO UFC ml? pH
™™ 30 Bacillus 1,23 x 10° 7,75
TI15 Pseudomonas 7,16 x 10° 7,73
TM 16 Flavobacterium 2,38 x 108 7,89
TI 28 Pseudomonas 7,24 x 10° 7,26
RI 17 Agrobacterium 2,39 x 10° 7,53
RhM 40 Bacillus 3,88 x 10° 8,34
RI 13 Peribacillus 1,30 x 108 7,87
™™ 31 Enterobacter 4,57 x 107 7,48
FM 13 Enterobacter 7,35 x 108 7,63
TI6 Curtobacterium 2,35 x 107 7,34
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Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los

estudios descriptos en el Capitulo 3
6.3.2.2 Andlisis estadistico de los ensayos de promocion del crecimiento vegetal en etapa de plantin

Ensayo en plantines de lechuga var. sagess en condiciones controladas (lab-1)

Tabla 6.3.2b Analisis de varianza del peso seco de raices de plantines de lechuga en los distintos tratamientos con
aislamientos bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: Peso de raices (mg plantin); a=0,05;
Tratamientos: 11; r=4; N=44; CV=16,3.

a SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS
FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 696,69 10 69,67 4,04 <0,01
Error 568,44 33 17,23
Total 1265,13 43

Tabla 6.3.2c Andlisis de varianza del peso seco de la parte aérea de plantines de lechuga en los distintos tratamientos con
aislamientos bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: Peso de parte aérea (mg plantin); a=0,05; Tra-
tamientos: 11; r=4; N=44; CV=8,9.

. SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS
FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 4181,4 10 418,14 15,61 <0,01
Error 883,9 33 26,78
Total 5065,3 43

Tabla 6.3.2d Analisis de varianza del peso seco total de plantines de lechuga en los distintos tratamientos con aislamien-
tos bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: Peso total (mg plantin); a=0,05; Tratamientos: 11; r=4;
N=44; CV=8,94.

FUENTE DE VARIACION SUMA DE CUA-

GRADOS DE LI- CUADRADOS
DRADOS BERTAD MEDIOS F e
TRATAMIENTO 7064,65 10 706,47 12,59 <0,01
Error 1851,24 33 56,1
Total 8915,89 43

329



CAPITULO 5: Anexo B

A Grifico de residuos
11,30 Test de Cochran (a=0,05)
Geatuindo = 0,3220 *
Geriico = 0,3449
6.64 L
N . L]
’Im -
-
L . b b » *
Lo . : . .
¢
g *® . * . * el
o - . .
270{ = . *3 .
- -
L] L]
L] L]
137 T T T T T
17.44 21,44 2544 2043 3343
PRED PS Raiz
c Grafico de residuos
12 18-  Test de Cochran (a=0,05)
Geacuado = 0,3047 .
Geritico = 0,3449
.
6,15 .
] * . .
@ . "
8 * : . -
L o7 . T° . M
(@] L
) s 13
[a] L * ® * L3
x
5,83 . " .
-
L]
-11.83- r T T T T
45,60 93.23 60,85 68,47 76,10
PRED PS Aéreo
E Gréfico de residucs
17.259| Test de Cochran (a=0,05) .
Geatcutado = 0,2249
Geritico = 0,3449 -
947 » . .
g * -
o *
; : . H .
o 169{ e y °
! Y -
(o] . . L3
2 " .
g N . . *
6091 » by
L]
» - L
%
13,877 T T T T T
67.52 77,08 86,65 96,22 105.78

PRED PS Total

o~]

Cuantiles observados{RDUQ PS Raiz)

O

Cuantiles observados(RDUQ PS Aéreo)

-

Cuantiles observados(RDUQC PS Total)

-14.39

Resultados y andlisis estadisticos aplicados en los

estudios descriptos en el Capitulo 3

Q.Qplot

10,461 n= 44 r=0,990 (RDUO PS Raiz) .

585

1.24

-3.37 Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)

W*=0,98
L Pyaior = 0,9462
-7,98- 1 T T T T
-7.98 -3.37 124 585 1046

11,09

5,63

0.18

-5.28

-10.74-
-1

15,639

8.28

0.72

-6.84

-1

Cuantiles de una Normal(-1,6 149E-016,13,22)

Q-Qplot

= 44 r= 0,993 (RDUO PS Aéreo) .

Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)
W*=0,98
Pyaior = 0,9462

T T T T
074 -5.28 018 563 11.09

Cuantiles de una Normal(-1,2112E-016 20 556)

Q-Qplot

n= 44 r= 0,994 (RDUO PS Total) .

Test de Shapiro-Wilks (a=0,05)

W* =0,97
. Pyaior = 0,6596
f T T T T
439 -6.84 072 828 1583

Cuantiles de una Normal(0,43,052)

Figura 6.3.2a Comprobacion grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA para las variables de peso seco de raiz (Ay
B), parte aérea (Cy D) y total del plantin (E y F). Homogeneidad de varianzas a través del grafico de residuos y el test de
Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-Wilks (der).

Tabla 6.3.2e Comparacion de medias entre los tratamientos mediante test de Dunnett. Variables: Peso seco de raices,
parte aérea y total (mg plantin’); a=0,05; Tratamientos: 11; r=4 para todos los niveles. El asterisco denota diferencias

significativas respecto al control (p>0,05).

TRATAMIENTO PS RAICES (mg) PS AEREO (mg) PS TOTAL (mg)
CONTROL 18,2 51,1 69,3
FM 13 23,6 47,0 70,6
TI6 23,1 50,2 73,3
RI 17 23,6 50,1 73,6
™™ 31 21,3 53,8 75,1
T™M 16 27,0 * 51,0 78,0
TI15 28,4 * 55,8 84,1 *
RI13 29,3 * 65,1 * 94,4 *
RhM 40 24,5 * 71,2 * 95,7 *
TI28 28,9 * 74,7 * 103,6 *
T™M 30 32,7 % 71,3 * 104,0 *
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- Ensayo en plantines de lechuga var. sagess en condiciones controladas (lab-2)

Tabla 6.3.2f Andlisis de varianza del peso seco de raices de plantines de lechuga en los distintos tratamientos con
aislamientos bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: Peso de raices (mg plantin’?); a=0,05;
Tratamientos: 11; r=4; N=44; CvV=10,1.

. SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS
FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 256,31 10 25,63 8,65 <0,01
Error 97,73 33 2,96
Total 354,05 43

Tabla 6.3.2g Analisis de varianza del peso seco de la parte aérea de plantines de lechuga en los distintos tratamientos
con aislamientos bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: Peso de parte aérea (mg plantin); a=0,05;
Tratamientos: 11; r=4; N=44; CV=12,6.

p SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS
FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 2293,3 10 229,33 8,93 <0,01
Error 847,26 33 25,67
Total 3140,56 43

Tabla 6.3.2h Analisis de varianza del peso seco total de plantines de lechuga en los distintos tratamientos con aislamien-
tos bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: Peso total (mg plantin™); a=0,05; Tratamientos: 11; r=4;
N=44; Cv=10,7.

. SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS
FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 3934,69 10 393,47 10,55 <0,01
Error 1230,89 33 37,3
Total 5165,57 43

Tabla 6.3.2i Analisis de varianza del area foliar de plantines de lechuga en los distintos tratamientos con aislamientos
bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: drea foliar (cm? plantin™); a=0,05; Tratamientos: 11; r=4; N=44;
Cv=17,2.

. SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS
FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 921,59 10 92,16 23,98 <0,01
Error 126,79 33 3,84
Total 1048,38 43
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Figura 6.3.2b Comprobacidn gréfica y estadistica de los supuestos del ANAVA para las variables de peso seco de raiz (Ay
B), parte aérea (Cy D), total del plantin (E y F), y area foliar (G y H). Homogeneidad de varianzas a través del grafico de
residuos y el test de Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico q-q plot y test de Shapiro-Wilks (der).
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Tabla 6.3.2j Comparacién de medias entre los tratamientos mediante test de Dunnett. Variables: Peso seco de raices,
parte aérea y total (mg plantin?), y drea foliar (cm?); a=0,05; Tratamientos: 11; r=4 para todos los niveles. El asterisco
denota diferencias significativas respecto al control (p>0,05).

TRATAMIENTO PS RAICES (mg) PS AEREO (mg) PS TOTAL (mg) AREA FOLIAR (cm?)
FM 13 12,6 26,8 39,4 8,5
RI'17 14,9 32,5 47,4 7,9
™31 15,7 43,6 * 59,3 * 10,0

Control 16,0 34,4 50,4 10,1
T™M 16 16,4 41,7 * 58,1 12,0 *
RI'13 17,5 39,8 57,3 11,5 *
TI6 17,6 38,6 56,2 8,8
TI15 18,0 44,48 * 62,5 * 15,5 *
RhM 40 18,4 * 42,0* 60,4 * 14,8 *
TI 28 18,8 * 41,5 * 60,3 * 24,5 *
TM 30 22,6 * 56,3 * 78,9 * 9,3

- Ensayo en plantines de lechuga var. emilia en codiciones productivas comerciales

Tabla 6.3.2k Analisis de varianza del peso seco de raices de plantines de lechuga en los distintos tratamientos con aisla-
mientos bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: Peso de raices (mg plantin); a=0,05; Tratamientos:
11; r=4; N=44; CV=10,1.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 280,77 10 28,08 2,95 <0,01
Error 313,97 33 9,51
Total 594,74 43

Tabla 6.3.21 Analisis de varianza del peso seco de la parte aérea de plantines de lechuga en los distintos tratamientos con
aislamientos bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: Peso de parte aérea (mg plantin); a=0,05; Tra-
tamientos: 11; r=4; N=44; CV=12,6.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 556,02 10 55,6 4,95 <0,01
Error 370,41 33 11,22
Total 926,44 43

Tabla 6.3.2m Analisis de varianza del peso seco total de plantines de lechuga en los distintos tratamientos con aislamien-
tos bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: Peso total (mg plantin); a=0,05; Tratamientos: 11; r=4;
N=44; Cv=10,7.

SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 1445,73 10 144,57 4,11 <0,01
Error 1160,35 33 35,16
Total 2606,08 43
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Figura 6.3.2c Comprobacidn grafica y estadistica de los supuestos del ANAVA para las variables de peso seco de raiz (A 'y
B), parte aérea (Cy D) y total del plantin (E y F). Homogeneidad de varianzas a través del grafico de residuos y el test de
Cochran (izq) y normalidad de los residuales a través del grafico g-q plot y test de Shapiro-Wilks (der).

Tabla 6.3.2n Comparacién de medias entre los tratamientos mediante test de Dunnett. Variables: Peso seco de raices,
parte aérea y total (mg plantin’l); a=0,05; Tratamientos: 11; r=4 para todos los niveles. El asterisco denota diferencias

significativas respecto al control (p>0,05).

TRATAMIENTO PS RAICES (mg) PS AEREO (mg) PS TOTAL (mg)
FM 13 17,37 38,8 56,2
Control 18,89 35,8 54,7
TI6 19,65 40,8 * 60,5
RI 17 19,84 36,6 56,5
™M 31 20,63 34,8 55,3
TI 28 21,99 39,0 61,0
T™M 16 22,28 38,4 60,7
RhM 40 22,71 42,9 * 65,6 *
TI15 23,82 * 43,3 * 67,1 *
T™M 30 25,45 * 46,2 * 71,6 *
RI 13 25,54 * 44,4 * 70,0 *
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- Ensayo en plantines de tomate var. Elpida en condiciones controladas

Tabla 6.3.20 Analisis de varianza del peso seco de raices de plantines de tomate en los distintos tratamientos con aisla-
mientos bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: Peso de raices (mg plantin'); a=0,05; Tratamientos:
11; r=4; N=44; CV=20,6.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 535,0 10,0 53,5 0,71 0,7057
Error 2474,62 33 74,99
Total 3009,65 43

Tabla 6.3.2p Analisis de varianza del peso seco de la parte aérea de plantines de tomate en los distintos tratamientos con
aislamientos bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: Peso de parte aérea (mg plantin); a=0,05; Tra-
tamientos: 11; r=4; N=44, CV=15,6.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 13941,41 10 1394,14 3,53 <0,01
Error 13046,32 33 395,34
Total 26987,74 43

Tabla 6.3.2q Andlisis de varianza del peso seco total de plantines de tomate en los distintos tratamientos con aislamientos
bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: Peso total (mg plantin™); a=0,05; Tratamientos: 11; r=4; N=44;
Cv=15,9.

SUMA DE CUA-  GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 16838,86 10 1683,89 2,32 0,034
Error 23910,61 33 724,56
Total 40749,47 43

Tabla 6.3.2r Analisis de varianza del area foliar de plantines de tomate en los distintos tratamientos con aislamientos
bacterianos promotores del crecimiento vegetal. Variable: area foliar (cm? plantin™); a=0,05; Tratamientos: 11; r=4; N=44;
Cv=16,7.

SUMA DE CUA- GRADOS DE LI- CUADRADOS

FUENTE DE VARIACION DRADOS BERTAD MEDIOS F P VALOR
TRATAMIENTO 358,14 10 35,81 3,74 <0,01
Error 316,13 33 9,58
Total 674,27 43
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Figura 6.3.2d Comprobacién gréfica y estadistica de los supuestos del ANAVA para las variables de peso seco de raiz (Ay
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Tabla 6.3.2s Comparacion de medias entre los tratamientos mediante test de Dunnett. Variables: Peso seco de raices,
parte aérea y total (mg plantin?), y drea foliar (cm?); a=0,05; Tratamientos: 11; r=4 para todos los niveles. E| asterisco
denota diferencias significativas respecto al control (p>0,05).

TRATAMIENTO PS RAICES (mg) PS AEREO (mg) PS TOTAL (mg) AREA FOLIAR (cm?)
FM 13 36,45 100,8 137,2 16,3
Control 39,44 114,2 153,6 12,7
TI 28 39,89 147,5 * 187,5 17,7
TI15 39,98 115,3 155,3 16,7
™™ 31 39,98 120,7 160,6 19,5
TI6 40,51 141,1 * 181,6 16,9
RhM 40 41,38 128,7 170,0 19,2
T™M 16 44,33 111,2 155,5 16,5
RI'13 44,61 119,3 163,9 19,5
T™M 30 45,95 165,4 * 211,3 * 26,4 *
RI 17 49,3 134,0 183,3 19,6

6.3.2.3 Andlisis de suelos de la estacion experimental Gorina (MDA)

Tabla 6.3.2t Resultado del analisis de suelo en invernadero de la chacra experimental Gorina (Ministerio de Desarrollo
Agrario) previo a la realizacién de ensayos de promocién del crecimiento ecultivo de tomate y lechuga.

Determinacion Unidades Valor Consideraciones
Materia organica % 3,6 Bien provisto
Carbono organico % 2,1

Nitrégeno total % 0,19 Medianamente provisto
Relacién C/N: 11,0 Optima
pH en pasta - 7,59 Moderadamente bdasico
Conductividad Eléctrica a 252C dS.m™ 1,15 Efecto despreciable de la salinidad
Fosforo ppm 68 Suelo provisto
Sodio Meq.100g™ 4,1

Potasio Meq.100g? 2,6

Calcio Meq.100g? 15,6

Magnesio Meg.100g™ 7,0

Capacidad de Intercambio Catidnico Meg.100g™ 24,4 Alta
Saturacion de Sodio (PSI) % 16,8 Medianamente sédico
Saturacion potdsica % 10,7 Moderada
Saturacioén calcica % 63,9 Moderada
Saturacidon magnésica % 28,7 Elevada
Relacién Ca/Mg 2,2 Posible deficiencia en calcio
Relacién Ca+Mg/K 8,7 Adecuada
Relaciéon K/Mg: 0,4 Adecuada
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7.1 ANEXO: MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

Tabla 7.1a Composicion del medio de cultivo R2A.

REACTIVO CONCENTRACION (g I})
Extracto de Levadura 0,5
Peptona 0,5
Casaminoacidos 0,5
Glucosa 0,5
Almiddn soluble 0,5
Piruvato de sodio 0,3
Fosfato dipotasico 0,3
Sulfato de magnesio 0,05
Agar 15,0

pH ajustado = 6,5

Tabla 7.1b Composicion del medio de cultivo para determinacién de enzimas celulasas.

REACTIVO CONCENTRACION (g 1)
NaNOs3 2,0
K2HPO4 1,0
MgS04.7H20 0,5
KCl 0,5
Peptona 0,2
Carboximetilcelulosa 2,0
Agar 15,0

pH ajustado = 5,5

Tabla 7.1c Composicidon del medio de cultivo para determinacidn de enzimas pectinasas.

REACTIVO CONCENTRACION (g I})
Pectina citrica 10,0
K2HPO4 2,0
MgS04.7H20 0,2
Solucién nutritiva ® 1,0
Peptona 0,5
Extracto de Levadura 0,5
Agar 15

pH ajustado = 5,5

? 5 mg I'! de FeSO4.7H20; 1,6 mg |1 de MnS04.H20; 1,4mg I'1 de ZnS04.7H20; 2 mg I de CoCl,.
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Tabla 7.1d Composicion del medio de cultivo para determinacién de enzimas quitinasas.

REACTIVO CONCENTRACION (g I'Y)
MgS04.7H20 0,7
K2HPO4 2,7
KH2PO4 0,3
NaCl 0,5
KCl 0,5
Extracto de Levadura 0,13
Quitina Coloidal en pasta (~97% H°) 4,5
Pdrpura de Bromocresol 0,15
Agar 15,0

pH ajustado = 4,7

Preparacion de la quitina coloidal en pasta mediante el protocolo descripto por Agrawal & Kotasthane

(2012) con algunas modificaciones:

1. Se pesd 1,40 g de quitina coloidal Sigma® y se tomaron 25 ml de H3PO4 85%. Luego de enfriados a 4°C

durante dos horas, se mezclaron en erlenmeyer en agitacién magnética a 4°C durante 24 horas.

2. Se agregaron 375 ml de etanol 96% previamente enfriado a 4°C y se dejo en agitacion a 4°C durante 90

minutos.

3. Se centrifugd a 8000 rpm manteniendo la temperatura a 4°C durante 30 minutos, descartandose el so-

brenadante.

4. Se realizaron 3 lavados agregando en cada lavado 300 ml de agua destilada a 4°C, resuspendiendo el
pellet con agitacion magnética por 3 minutos y centrifugando a 6000 rpm y 4°C durante 10 min. Finalizado
estos pasos se consiguid lavar el etanol y obtener la quitina en consistencia pastosa con un 90-95% de hume-

dad, la cual se guardd a 4°C hasta su uso.

Tabla 7.1e Composicidn del medio de cultivo para determinacidn de enzimas lipasas.

REACTIVO CONCENTRACION (g I))

NacCl 5,0
CaCl2 0,1
Peptona 10,0
Tween 80 10,0
Agar 15,0

pH ajustado = 5,5
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Tabla 7.1f Composicidn del medio de cultivo para determinacidn de enzimas amilasas.

REACTIVO CONCENTRACION (g 1)
Almidon soluble 10,00
CaClz 0,15
MgS04.7H,0 0,50
NaCl 0,50
Peptona 5,00
Extracto de Levadura 2,00
Agar 15,00

pH ajustado = 5,50

Tabla 7.1g Composicion del medio de cultivo NBrip para determinacién de solubilizacién de fésforo

REACTIVO CONCENTRACION (g1?)
Glucosa 10,00
Caz(POa4)2 5,00
MgCl2.6H20 5,00
MgS04.7H.0 0,25
KCl 0,20
(NH4)2S04 0,10

pH ajustado = 6,50

7.1.1 METODO DE LA BICAPA PARA LA DETERMINACION DE SIDEROFOROS

Se hacen crecer las bacterias en medio de cultivo R;A y luego de 48 horas se vierte la segunda capa de medio

de cultivo que contiene Cromo Azurol S (CAS).
La preparacion de la BICAPA (volumen final de 250 ml) se preparé con el siguiente protocolo:

1. Preparado A. Disolver 15,12 mg de cromo azurol S (CAS) en 12,5 ml de agua destilada. Luego agregar 2,5
ml de FeCls.

2. Preparado B. Disolver 18,23 mg de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) en 10 ml de agua destilada.

3. Preparado C. Agregar lentamente el preparado A al preparado B en constante agitacion. Finalizado este
paso, llevar el pH a 6,8.

4. Preparacion final. Disolver 7,50 g de pipes en 225ml de agua destilada agitando constantemente. Ajustar

el pH a 6,8 con KOH y agregar 2,25g de agarosa. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min y cuando baje

la temperatura del preparado a ~50°C mezclar con el preparado C.
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5. Agregado de la bicapa. Una vez que entibié la preparacién, antes de que solidifique se vierte sobre la

placa con el crecimiento bacteriano. Luego de 30 min se lee el resultado: la bicapa (de color azul) se decolorara

a anaranjado-amarillo alrededor de los aislamientos bacterianos que hayan producido siderdforos.

Tabla 7.1h Composicidn del medio de cultivo LGl semisdlido sin fuente nitrogenada

REACTIVO CONCENTRACION (g I})
Sacarosa 5,0
K2HPO4 0,2
KH2PO4 0,6
MgS04.7H,0 0,2
CaCl2.2H20 0,02
NaMo00a4.2H>0 0,002
Fe-EDTA 1,64% p/v 4,0 ml I
Azul de Bromotimol 0,5% en KOH 0,2N 50ml It
Vitamina (10mg biotina + 20mg Piridoxina en 100ml| AD) 1,0 ml It
Agar 1,8

Ajustar pHa 6.0 - 6.2

Tabla 7.1i Composicién del medio de cultivo NFb semisdlido sin fuente nitrogenada

REACTIVO CONCENTRACION (g I'})

Ac. Malico 5,0
K2HPOa 0,5
MgS04.7H-0 0,2
NacCl 0,1
CaCl.2H.0 0,02

Fe-EDTA 1,64% [p/v] 4,0 ml !
KOH 4,5

Azul de Bromotimol 0,5% en KOH 0,2N 2,0mlI?

Micronutrientes 2,0mlI?
Agar 1,8

Ajustar pH a 6.5 - 6.8 con NaOH

Tabla 7.1j composicidn del medio de cultivo DF sal con L-triptofano.

REACTIVO CONCENTRACION (g I'Y) Stock elementos traza 1000X
(NH4)2S04 2,0 FeS04.2H.0 0,338g
KH2PO4 4,0 H3BO3 0,005g
Naz2HPO4 6,0 MnSQO4.H20 0,0055 g
MgS04.7H-0 0,2 ZnS04.7H20 0,0625 g
Trazas stock 1000x 1mll? CuS04.5H,0 0,039 g
Glucosa 2,0 NaMo04.2H.0 0,00895 g
L-triptofano 0,5 Agua destilada 50 ml

AjustarpHa 7
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El L-triptofano se prepara separado del medio, en una parte del volumen final del medio de cultivo y se

esteriliza por filtraciéon usando un filtro de membrana 0,22 um. Luego de filtrado se agrega al resto del medio

de cultivo previamente esterilizado en autoclave a 121°C durante 15min.

Tabla 7.1k Composicion de la solucion nutritiva Hoagland modificada para crecimiento de plantas.

REACTIVO CONCENTRACION (g 1) REACTIVO CONCENTRACION (mg ')
KNOs3 0,50 FeS04.2H20 3,00
KH2PO4 0,14 H3BO3 2,86
Caz(NO3)2-4H20 1,18 MnCl.4H20 1,81
MgS04.7H20 0,49 ZnS04.7H20 0,22
CuS04.5H,0 0,08
Na2Mo4.2H20 2,00
EDTANa: 3,73

Ajustar pH a 6,5
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