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CARACTERIZACION DE BACTERIAS AEROBIAS ESTRICTAS ASOCIADAS AL
SUELO DE CIRUELO EUROPEO EN CONDICIONES HIDRICAS
CONTRASTANTES

CHARACTERIZATION OF OBLIGATE AEROBIC SOIL BACTERIA IN
ASSOCIATION WITH EUROPEAN PLUM TREE UNDER CONTRASTING WATER
CONDITIONS

Palabras indice adicionales: PGPB, acido indolacético (AlA), ACC desaminasa,
fijacion de nitrégeno.

RESUMEN

Los microorganismos del suelo juegan roles fundamentales en el crecimiento de los
cultivos, pero sus poblaciones pueden verse afectadas positiva 0 negativamente por
cambios en la condiciones climaticas y edaficas. El objetivo de esta tesis fue
caracterizar bacterias aerobias estrictas aisladas de un suelo con condiciones
hidricas contrastantes, en cuanto a sus atributos promotores de crecimiento vegetal.
Se cuantific6 bacterias aerobias estrictas (AE) en suelos sometidos a dos
condiciones hidricas (DRY y WET) en un huerto de ciruelo europeo en super alta
densidad. El porcentaje de bacterias AE fue significativamente mas bajo en la
condicion WET (P < 0,05), aunque no se encontraron diferencias en las UFC por
gramo de suelo. Las bacterias AE fueron caracterizadas en cuanto a su habilidad
para fijar nitrégeno, solubilizar fésforo y potasio, ademas de evaluar la capacidad de
producir la enzima ACC desaminasa. También se evalud la produccion de &cido
indol acético y el antagonismo frente a Pseudomonas syringae pv. syringae, uno de
los principales patdgenos del ciruelo. Demostrandose que las bacterias AE cumplen
roles principalmente asociados a la fijacién biolégica de nitrégeno y la produccién
de la enzima ACC-desaminasa y se determino que la condicion WET disminuyd las
poblaciones de bacterias aerobias estrictas.

SUMMARY

Soil microorganisms play fundamental roles in crop growth, but their populations can



be positively or negatively affected by changes in climatic and edaphic conditions.
The objective of this thesis was to characterize obligate aerobic bacteria isolated
from a soil with contrasting water conditions, in terms of their plant growth promoting
attributes. Obligate aerobic bacteria (OAB) were quantified in soils subjected to two
water conditions (DRY and WET) in a European plum orchard at super high density.
The percentage of OAB was significantly lower in the WET condition (P < 0.05),
although no differences in CFU per gram of soil were found. The OAB were
characterized in terms of their ability to fix nitrogen, solubilize phosphorus and
potassium, in addition to evaluating the ability to produce the enzyme ACC-
desaminase. Indole acetic acid production and antagonism against Pseudomonas
syringae pv. syringae, one of the main plum pathogens, were also evaluated. It was
demonstrated that OAB play roles mainly associated with biological nitrogen fixation
and the production of the ACC desaminase enzyme, and it was determined that the
WET condition decreased the populations of obligate aerobic bacteria.

INTRODUCCION
El suelo es un ecosistema natural en el que proliferan una gran variedad de
microorganismos (Gomez et al.,, 2014). Gran parte de estos microorganismos
interactdan con las raices de las plantas y constituyentes del suelo en la interfase
raiz-suelo. Este conjunto de interacciones entre suelo, raices y microorganismos da
lugar al desarrollo de un ambiente dindmico, donde una variedad de formas
microbianas puede desarrollarse activamente y en equilibrio (Pedraza et al., 2010).
Las bacterias del suelo, que influyen positivamente en el crecimiento de las plantas
se les denomina Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPB del inglés
Plant Growth Promoting Bacteria) (Spaepen et al., 2009; Gomez et al., 2014). Las
PGPB tienen la capacidad de colonizar activamente el sistema radicular para
favorecer y/o mejorar su crecimiento y rendimiento (Berendsen et al., 2012).

Los mecanismos de accion de las PGPB pueden ser directos o indirectos y
también una combinacién de ambos (Aguado-Santacruz et al., 2012; Parray et al.,
2016). Dentro de los mecanismos indirectos se encuentra la accion biocontroladora,

ya que hay rizobacterias que disminuyen o eliminan microrganismos fitopatogenos



mediante la produccién de sustancias antimicrobianas, de sideroforos y/o de
enzimas liticas. Ademas pueden reducir poblaciones de potenciales patdogenos a
través de competencia por nutrientes o espacio, asi como por estimulacion de las
defensas naturales de la planta mediante mecanismos conocidos como resistencia
sistémica inducida frente al ataque por fitopatdgenos mediante la emision de
compuestos orgénicos volatiles como el acido jasmaonico, acido salicilico y el etileno
gue participan en la proteccion de las plantas a diferentes enfermedades (Kloepper
et al., 1993; Glick, 1995; Shah, 2009; Esquivel-Cote et al., 2013).

Los mecanismos directos permiten aumentar la disponibilidad de nutrientes en
la solucion de suelo (Pedraza et al., 2010) o también promover el desarrollo de la
planta a través de la produccion de sustancias reguladoras del crecimiento. Algunos
ejemplos de estos mecanismos son sintesis de fitohormonas (auxinas, giberelinas,
citoquininas) (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000), fijacion de nitrdgeno (Zhang et al.,
2006), solubilizacion de fosforo y potasio del suelo (ldriss et al., 2002), y aumento
de la actividad de la enzima 1 -aminociclopropano- 1 -carboxilato sintasa (ACC)
desaminasa (Glick, 1995; Dobbelaere et al., 2003).

La fijaciébn bioldégica de nitrdgeno es el proceso por el cual algunos
microorganismos utilizan el nitrégeno contenido en el aire, reduciéndolo a amoniaco
a través de una enzima llamada nitrogenasa. Esta cataliza la conversién del N2 a
NHs4* bajo la reaccion general: N2 + 10NH4* + 8e* + nMgATP — NHs* + Hz +
nNMgADP + nPi (n = 16). Para ello requiere de grandes cantidades de poder reductor
y energia (ATP), y la reduccion obligada de protones con un minimo de 1 mol por
H2 producido por mol de N2 reducido (Paredes, 2013).

En el caso de la solubilizacion de fosfatos, en general, los microorganismos del
suelo dinamizan el ciclo del fésforo a través de procesos de mineralizacion,
inmovilizacion y solubilizacion, los cuales estan relacionados con su metabolismo
nutricional. Debido a que las fuentes organicas no son utilizadas directamente para
la nutricion microbiana, éstas deben primero hidrolizarse por la accién de enzimas
fosfatasas, producidas y secretadas al suelo por los microorganismos. La
solubilizacion del fosforo del suelo es el proceso por el cual las reacciones de

precipitacion se revierten, liberando fésforo en la solucion del suelo, mediado



generalmente por la accidbn metabdlica de los microorganismos y las raices de las
plantas (Patifio-Torres y Sanclemente-Reyes, 2014). Los principales mecanismos
relacionados con la solubilizacion de potasio mineral incluyen la produccion de
acidos organicos como acido oxalico, acido tartarico, acido gluconico, entre otros y
la produccién de protones (Saiyad et al., 2015).

Dentro de las bacterias del suelo, algunas pueden inducir tolerancia a estrés en
plantas a través de diferentes mecanismos de accion. Uno de estos es la produccion
de la enzima ACC desaminasa, que convierte el ACC, precursor del etileno, en a-
cetobutirato y amonio (Bleecker y Kende, 2000). Este ultimo es utilizado por plantas
y bacterias como fuente de nitrégeno. Las plantas, para mantener el equilibrio entre
los niveles de ACC interno y externo, exudan mas ACC y como resultado disminuye
la biosintesis de etileno dentro de la planta (Penrose y Glick, 2001).

Ademas de las plantas, una proporcion significativa de bacterias de la rizosfera
tienen el potencial de producir AlA. El cual, juega un papel crucial en la capacidad
de rizobacterias para colonizar cultivos hospedantes, teniendo como funcién la
movilidad, sefializacién y fijacion a las raices de las plantas (Etesamiy Glick, 2024).
Existen bacterias que se encuentran adheridas a la superficie de las semillas o de
las raices empleando al triptéfano contenido en los exudados para sintetizar y liberar
acido indol-3-acético (AlA) (Glick et al., 1998). Este AlA exdgeno junto con el AIA
endogeno de las plantas estimula la proliferacién y elongacion celular vegetal. El
AIA liberado por las bacterias afecta principalmente al sistema radicular,
aumentando su volumen, peso, nimero de raices laterales, pelos radicales y el area
de superficie en contacto con el suelo. Todos estos cambios conducen a un
aumento en su capacidad de explorar el suelo para el intercambio de nutrientes, de
esta manera, mejoran la nutricion de la planta y su capacidad de crecimiento.
Ademas, se ha encontrado que esta auxina actia como una molécula importante
en la sefializacién e interaccién planta-microorganismo (Raheem et al., 2018).

El mantenimiento de la viabilidad, diversidad de la poblacién y el funcionamiento
de las comunidades microbianas del suelo es esencial para la agricultura
sustentable (Giri et al., 2005). Sin embargo, la funcionalidad y sobrevivencia de los

microorganismos en los sistemas agricolas esta determinada por factores bioticos,



como la competencia con otros microorganismos, composicion bioldgica del suelo
y el reconocimiento planta-microorganismo. Ademas, factores abiéticos, como el
clima, caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, influyen directamente en el tipo
de interaccion de estos microorganismos y la expresion de los efectos benéficos o
perjudiciales determinantes en el desarrollo de las plantas (Marschner y Timonen,
2005; Harman, 2006; Hoitink et al., 2006; Siddiqui y Akhtar, 2008; Radjacommare
et al., 2010).

Los manejos agricolas pueden modificar la biodiversidad y alterar la estructura
de las comunidades microbiolégicas del suelo (Kennedy y Smith, 1995; Garcia de
Salamone et al., 2006). Suelos agricolas que estan sometidos a la mecanizacion
continua, monocultivo, sobre riego, déficit hidrico, aplicacion de agroquimicos y
fertilizantes sintéticos, compactacion y quemas, tienen bajas poblaciones
microbianas lo que afecta negativamente su fertilidad (Higuera, 2008). En particular
variaciones en el contenido hidrico del suelo pueden provocar cambios en las
poblaciones bacterianas que viven en condiciones aerobias y anaerobias, tanto por
anegamiento o por desecacién (Qin et al., 2019). En estudios previos, realizados en
huertos de ciruelo europeo (Prunus domestica L.) var. D’Agen injertadas sobre el
portainjerto Rootpack-20 (Prunus besseyi x Prunus cerasifera) en super alta
densidad (SHD), ubicado en la comuna de Peralillo, Region de O’Higgins, Chile.
Regado por goteo, bajo condiciones hidricas contrastantes y dos manejos de riego
(DRY y WET) se logré determinar alteraciones significativas en la proporcion de
bacterias anaerobias/aerobias del suelo. Tendiendo a ser superiores en condiciones
de riego excesivo las bacterias aerobias y disminuyendo significativamente las
poblaciones de bacterias aerobias estrictas del género Azospirillum en la condicion
de riego WET (Huepe, 2023; Leyton, 2023). En particular los huertos de super alta
densidad (SHD) otorgan ventajas como una mayor densidad de plantacion,
incremento de la precocidad, altos rendimientos de fruta de calidad Optima y una
mejor distribucion de la luz en la canopia (Mir et al., 2018). Por otro lado, el uso de
portainjertos enanizantes no sélo puede reducir el tamafio en la planta sino también
cambiar las relaciones hidricas del huerto y su respuesta a las practicas de riego.

Por ejemplo, huertos con arboles pequefios consumen menos agua por planta que



huertos con arboles grandes debido a una menor superficie foliar expuesta a la
radiacion solar y a cambios en la conductividad hidraulica del xilema (Alvarez et al.,
2020; Hayat et al., 2021).

Sin embargo, se desconoce el rol que las bacterias aerobias estrictas, que
tienden a desaparecer bajo esas condiciones, estan cumpliendo en beneficio de las
plantas. El objetivo de esta tesis es caracterizar bacterias aerobias estrictas aisladas
desde suelos sometidos a dos condiciones hidricas en un huerto de ciruelo europeo
en super alta densidad, en cuanto a sus atributos promotores del crecimiento

vegetal.

MATERIALES Y METODOS
Antecedentes generales
El muestreo de suelos se llevo a cabo en un huerto de ciruelo europeo (Prunus
domestica L.) var. D’Agen injertadas sobre el portainjerto Rootpack-20 (Prunus
besseyi x Prunus cerasifera), regado por goteo, ubicado en la comuna de Peralillo,
Region de O’Higgins, Chile, en un suelo del orden Alfisol (Casanova et al., 2013).
El aislamiento y caracterizacion de las bacterias se realizo en el laboratorio de
Microbiologia Agricola en la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Concepcién, campus Chillan.
Muestreo de suelo
Se colectaron muestras de suelo desde la zona de raices, en un huerto de ciruelo
en disefio de super alta densidad (SHD), con un marco de plantacion de 3 x 1 m,
conducidas en forma de seto continuo. En el huerto se encontraba establecido un
experimento en disefio de bloques completos al azar, con cuatro repeticiones y dos
tratamientos de riego: Humedo (WET) y Déficit Moderado Tardio (DRY). El
tratamiento WET correspondi6 al riego comercial, en donde el objetivo fue suplir el
100 % de la evapotranspiracion del cultivo (ETc), manteniendo valores de potencial
hidrico del tallo 6ptimos para ciruelo, entre -1,0 y -0,8 MPa (McCutchan y Shackel,
1992) durante toda la temporada 2021/22. El tratamiento DRY siguié una estrategia
en la cual se regé como el tratamiento WET hasta diciembre 2021, luego se

restringid el riego hasta alcanzar valores de potencial hidrico del tallo entre -1,4 y -



1,2 MPa, representativos de un estrés hidrico moderado-severo. Una vez alcanzado
estos valores, se regd hasta alcanzar un estado hidrico similar al del tratamiento
WET, para luego, nuevamente ser restringida la aplicaciéon de agua hasta alcanzar
un estrés hidrico moderado-severo.

En octubre de 2022, se colectaron muestras de suelo desde cada unidad
experimental. Para ello, utilizando un barreno, se tomaron muestras de suelo de
aproximadamente 300 g a dos profundidades (20 y 40 cm). Estas fueron
depositadas en bolsas de polietileno y almacenadas en una caja a refrigerante (10
— 15 °C) hasta su llegada al laboratorio, donde fueron mantenidas en refrigeracion
(4 °C) hasta su analisis.

Recuento y aislamiento de bacterias aerobias

Las muestras de cada unidad experimental fueron homogeneizadas, y desde cada
una de ellas se deposité una submuestra de 1 g de suelo en un matraz con 100 mL
con solucién salina estéril (0,89 % NacCl). La muestra se agitdé a 150 rpm durante
dos horas en un agitador orbital. Transcurrido este periodo, se realizaron diluciones
en series de 10 hasta alcanzar la dilucién 10-°. Desde cada dilucién se deposit6 0,1
mL en placas Petri con agar selectivo para bacterias Thornton. Las placas fueron
llevadas a incubacién a 25 °C por 48 h o hasta que se visualizaron colonias en la
superficie. Desde las diluciones que desarrollaron entre 30 y 300 se realizd el
recuento de unidades formadoras de colonia. Luego, desde cada unidad
experimental se seleccionaron 25 colonias al azar que fueron subcultivadas en agar
nutritivo estandar. A los aislados bacterianos obtenidos se les asigné un cédigo
numeérico y luego fueron criopreservados en ultrafreezer a -80 °C, previo
acondicionamiento en glicerol al 80 %, donde se mantuvieron hasta su
caracterizacion.

Ademas, se deposité una submuestra de 50 g por cada unidad experimental en
placas metélicas, las que fueron llevadas a un horno de aire seco a 60 °C hasta
peso constante, para la determinacién de peso seco de suelo.

Determinacion de bacterias aerobias estrictas
Los 25 aislados obtenidos desde cada unidad experimental fueron evaluados en
cuanto a su capacidad de crecer bajo condiciones aerobias y anaerobias, y de esa



forma seleccionar sélo aquellos aislados aerébios estrictos. Para ello, se sembro
cada cepa en dos placas Petri con agar nutritivo estandar (MERCK): (5 gL™?)
peptona, (3 gL?) extracto de levadura, (5 gL™?) cloruro de sodio, (15 g) agar, (1.000
mL) agua destilada, y se enumero cada cepa bacteriana para identificarla a lo largo
de la investigacion. Un set de placas con todos los aislados fue incubado a 25 °C
en condiciones anaerobicas usando una camara GasPak™ EZ Anaerobe Container
System Sachets, y el otro set de placas en condiciones aerobicas en una incubadora
a 25 °C. Se evalud presencia o ausencia de colonia, y aquellas bacterias que
crecieron en condiciones anaerobias fueron descartadas de futuras evaluaciones,
al corresponder al grupo de bacterias anaerobias facultativas.

Cuantificacion de bacterias fijadoras de Nitrogeno

Las bacterias AE aisladas se sembraron en el medio Agar Burk, (composicién
quimica: (0,8 gL") K2HPQ4, (0,2 gL-") KH2PO4, (0,2 gL-') MgSQO4-7H-20, (0,05 gL-

1) CaS0s4, (0,05 gL") FeSO4, (0,001 gL-") Na2MoOs4, (1,6 g) sacarosa, (15 g) agar,
(1.000 mL) agua destilada, pH (7.4), contenido en placas Petri, para evaluar la
capacidad de las bacterias de fijar nitrégeno (N) atmosférico. Para la siembra se
utilizé un asa de diametro estandar y una plantilla con 25 divisiones colocada en

la base de la placa Petri, marcando un punto de referencia para evitar confusion

en el momento de sembrar y al leer los resultados. Las placas fueron incubadas

a 25 °C por 3 dias.

Cuantificaciéon de bacterias solubilizadoras de fosforo

Con el fin de evaluar la capacidad de las bacterias aerobias estrictas de solubilizar
fésforo (P), se sembraron los aislados en el medio de cultivo Agar Pikovskaya
(dextrosa 55 mM; Cas(POa4)? 16,1 mM; KCI 2,68 mM; (NH4)2SO4 3,784 mM;
MgS0Oa4-7H20 0,406 mM; extracto de levadura 0,05 % (p/v); MnSO4 trazas 6,621 x
104 mM; FeSOa trazas 6,575 x 10* mM; agar 1,5 % (p/v); agua destilada 1.000 mL;
pH 7,3). La siembra fue realizada siguiendo el mismo protocolo que para bacterias
fijadoras de Ny las placas fueron incubadas a 25 °C por 3 dias. El ensayo completo
se realiz6 en duplicado. Se considero bacterias solubilizadoras de fosfato a aquellas
que formaron un halo transparente alrededor de la colonia.

Cuantificacion de bacterias solubilizadoras de potasio



Con el fin de evaluar la capacidad de las bacterias aerobias estrictas de solubilizar
potasio (K), se sembraron los aislados en el medio de cultivo agar Aleksandrov
modificado (5,0 g Glucosa, 0,5 g MgSOa4. 7H20, 0,008 g FeClz-6H20, 0,1 g CaCOs,
2,0 g Cas(POa4)2 y polvo de feldespato de potasio como potasio mineral (2,0 g), y 18
g de agar - agar en 1000 mL de agua desionizada y un pH de 7.2, ajustado con
NaOH 1N (modificado desde Hu et al., 2006). Se considero bacterias solubilizadoras
de potasio a aquellas que formaron un halo transparente alrededor de la colonia.
Produccion de acido indol acético

Para determinar la cantidad de bacterias con la habilidad para producir AlA y
ademas cuantificar el AlA producido, se confeccion6 una curva de calibracién con
distintas concentraciones de AlA (0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 ug mL1) y
la absorbancia a cada concentracién por medio de una reaccién colorimétrica. Para
ello, se mezcld 0,3 mL de cada dilucion de AIA con 1,2 mL de reactivo de Salkowski
(H2S04 concentrado 150 mL; agua destilada 250 mL; FeCls 0,5 M en H20 destilada
7,5 mL; a una relacion 4 mL de reactivo: 1 mL de muestra) en un tubo Eppendorf,
utilizando como blanco una solucién de agua destilada sin AlA. Después de 30
minutos se midié la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm en un
espectrofotometro (Cesil, CE1020, Inglaterra).

Para evaluar la producciéon de AIA por parte de los aislamientos bacterianos, se
depositaron 2 asadas de cada uno de ellos en tubos de ensayos con 3 mL de caldo
nutritivo estandar (Merck) estéril (pH 7,27), con 3 repeticiones por aislamiento. Estos
se colocaron en una camara de incubacion (Binder, BD53, Alemania) (25 + 2 °C)
sobre un agitador orbital (Lab-Line Junior Orbit, 3520, EE. UU.) a 200 rpm durante
72 h. De la suspensién bacteriana obtenida se extrajeron 1,5 mL, los que fueron
depositados en tubos Eppendorf, para ser centrifugados a 3000 rpm en una
microcentrifuga (VWR/Hitachi, CT15RE, Jap6n) durante 15 minutos a 16 °C,
precipitando las células bacterianas de la solucion.

Posteriormente se retird 0,3 mL del sobrenadante, el cual se deposit6é en un nuevo
tubo Eppendorf donde se le adicion6é 1,2 mL del reactivo de Salkowski, para
después leer la absorbancia con la metodologia descrita previamente y asi

determinar la concentracion de AlA, interpolando en la curva de calibracion.
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Actividad de la enzima ACC deaminasa

Los aislados bacterianos se reprodujeron en tubos Eppendorf con caldo nutritivo y
fueron incubados a 25 °C en agitacién constante por 24 h. Una vez transcurrida la
incubacion, se centrifugaron los tubos a 1000 rpm por 5 minutos y luego se extrajo
el caldo nutritivo sobrenadante con una micropipeta (1 mL), dejando solo el
concentrado celular que contiene la poblacion bacteriana. Luego se enraz6 a 1 mL
con el medio de sales minimas Dworkin y Foster (DF) incubandola durante 12 h
para reducir el contenido nutricional de las células. Todo el procedimiento descrito
se realiz6 en camara de flujo laminar.

Para identificar las bacterias productoras de ACC-deaminasa, se sembraron las
bacterias, en 3 medios de cultivos agarizados contenidos en placas Petri: DF libre
de nitrogeno, DF con nitrogeno adicionado (NH4)2S0O4, 2g y DF + ACC. En cada
divisién de la placa se inocul6 una gota de 10 pL de cada cepa. Esta inoculacion se
realiz6 en cada uno de los medios de cultivos con cuatro repeticiones. Las placas
inoculadas fueron incubadas a 25 °C por 24 h.

Las cepas bacterianas con actividad ACC-deaminasa corresponden a todas
aguellas que crecieron en el medio DF+ACC, pero no en el medio DF. El medio DF+
(NH4)2S04 sirvio como medio control, en donde todas las cepas se desarrollaron.
Evaluacion de la actividad antagonista
Se evalud la habilidad de las bacterias para producir compuestos antibiéticos frente
a uno de los principales patégenos del ciruelo europeo Pseudomonas syringae pv.
syringae agente causal del cancer bacteriano (Latorre, 2018).

El indculo bacteriano fue preparado en tubos con 5 mL de caldo nutritivo, los
que fueron inoculados con 50 pL de cultivo bacteriano descongelado, éstos
permanecieron en agitacion a 120 rpm durante dos dias a 25 °C. Luego, de esta
suspensién se extrajo 200 uL que fueron agregados a tubos con 50 mL de caldo
nutritivo, permaneciendo en las condiciones de incubacion antes descritas. Luego
de 24 horas se midi6 la densidad Optica de estas suspensiones a 600 nm utilizando
un espectrofotdbmetro y se ajusté la concentraciéon a 1x10” UFC mLt. Para este
ensayo se utilizaron placas Petri de 100 mm con 20 mL de medio APD+CN+AA, en
dichas placas se sembré 100 mL del patégeno formando un césped bacteriano con
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su densidad o6ptica previamente ajustada a 0,001. En estas mismas placas con el
césped bacteriano sembrado se procedié a dividir en 8 y sembrar las bacterias
PGPB, se utilizé una matriz de 8 divisiones y se inocularon 6 cepas PGPB por placa,
agregando 10 pL de cada suspension bacteriana por casilla, en las ultimas dos
casillas se agreg6 10 pL de caldo nutritivo y 10 pL de solucion salina (0,89 % p/p de
NacCl) respectivamente como control. Las placas fueron incubadas durante 48 horas
a 25 °C y se observo diariamente, las bacterias que tuvieron capacidad de producir
antibiosis formaron un halo alrededor de ella, lo que significa que el patégeno no
pudo desarrollarse.

Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental del ensayo de terreno desde donde fueron obtenidas las
muestras fue de blogues completos al azar con cuatro repeticiones. Los datos de
recuento de bacterias aerobias estrictas, porcentaje de bacterias fijadoras
nitrégeno, porcentaje de bacterias solubilizadoras de fésforo y potasio, porcentaje
de bacterias con actividad ACC desaminasa y porcentaje de bacterias antagonistas
para Pseudomonas syringae pv. syringae fueron sometidos a andlisis de varianza
(ANDEVA), previa comprobacion de los supuestos de la ANDEVA. Los datos fueron
comparados mediante test de Tukey, con un nivel de confianza del 95 %. Todos los

analisis se realizaron en el programa estadistico Infostat®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desde todas las muestras de suelo analizadas se obtuvo crecimiento de colonias
bacterianas en condiciones aerobias, de las cuales entre un 10 y un 35 %
correspondieron a bacterias aerobias estrictas (AE), es decir incapaces de crecer
en ausencia de oxigeno. El analisis de varianza de los porcentajes de bacterias AE
arrojo diferencias significativas entre las poblaciones aisladas desde suelos bajo
condicion de riego normal (WET) y déficit moderado tardio (DRY) siendo las
poblaciones de bacterias AE mayores en la condicién DRY (P < 0,05) (Figura 1), sin

encontrarse diferencias entre profundidades de muestreo.
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Figura 1. Proporcion (%) de bacterias aerobias estrictas con respecto al total de
bacterias aerobias bajo dos condiciones hidricas (DRY y WET) en un huerto de
ciruelo europeo en super alta densidad (SHD).
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* Letras diferentes entre tratamientos indican diferencias significativas (P < 0,05).

Las poblaciones de bacterias AE en UFC por g de suelo, en condicion WET y
DRY fluctuaron entre 3y 4,5 Log (UFC g SS-') mostrando una tendencia a disminuir
en las parcelas WET aunque sin observarse diferencias significativas entre ambas
condiciones hidricas ni en profundidad (20 y 40 cm) (P >0,05) (Figura 2). En la
condicion WET se observé una mayor variabilidad en los recuentos entre parcelas
aumentando el error estandar, lo que explica la ausencia de diferencias estadisticas
a pesar de observarse una tendencia a mayores poblaciones en la condicion DRY.
Es importante sefalar que la escala logaritmica presenta diferencias numéricas
mucho mayores a la escala absoluta, por lo que, una diferencia desde 4,5a 3 en la
escala logaritmica significa una disminucién de las poblaciones en un 97 %. La
condicion WET hizo que la poblacion disminuyera de 3622 a 1000 bacterias

aerobias estrictas por gramo de suelo.
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Figura 2. Poblacion de bacterias aerobias estrictas, bajo dos condiciones hidricas
(DRY y WET) y a dos profundidades diferentes (20 y 40 cm) en un huerto de ciruelo
europeo en super alta densidad (SHD).
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La disminucion de la poblacion de bacterias AE en la condicion WET puede
deberse a que éstas requieren oxigeno en todo momento para su desarrollo (Varela
y Grotius, 2008). Por lo tanto, la mayor presencia de agua en los poros del suelo en
la condicion WET, provoca que bacterias que no tienen la capacidad de vivir en
condiciones anaerobias tiendan a desaparecer. De esta manera, cuando la
oxigenacion de los suelos es baja, se pueden encontrar en mayor concentracion
bacterias anaerobias que tiene la capacidad de sobrevivir sin presencia de oxigeno
(Corrales et al., 2015). Mientras que las bacterias aerobias dependen de las
condiciones de humedad, oxigeno y materia organica (Mayz-Figueroa, 2004). Tanto
a nivel porcentual como de poblacion (UFC), no se observé diferencias entre las
profundidades de suelo, lo que indica que el nivel de aireacion debi6é ser homogéneo
y mas que nada la condicion de riego fue la determinante en la disminucioén en la
poblacion.

Con respecto al rol que pudiesen estar jugando las bacterias aerobias estrictas
en el suelo y el cultivo, en la (Figura 3) se muestra que de las bacterias aerobias
estrictas colectadas en ambas condiciones (DRY y WET), el 93 % tiene la habilidad
de fijar nitrégeno atmosférico, seguido de un 61,6 % que son capaces de producir

la enzima ACC desaminasa y en proporciones mucho menores son solubilizadoras
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de potasio con un 23 %, solubilizadoras de fésforo con un 11,5 %, productoras de
acido indolacético con un 8,9 % y por ultimo solo un 2,8 % fueron antagonistas del

patébgeno Pseudomonas syringae pv syringae.

Figura 3. Porcentaje de bacterias aerobias estrictas con habilidad para fijar
nitrégeno atmosférico (Nfix), solubilizar fosforo (Psob), solubilizar potasio (Ksob),
producir acido indol acético (AlA), producir ACC-desaminasa (ACCd) y generar
antibiosis frente a Pseudomonas syringae pv. syringae.
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La fijacion Biolégica de Nitrogeno (FBN) es el proceso por el cual algunos
microorganismos utilizan el nitrdgeno contenido en el aire, reduciéndolo a amoniaco
a través de una enzima llamada nitrogenasa para la produccion de proteinas
(Paredes, 2013). Las plantas no pueden utilizar directamente el nitrgeno molecular
(N2) gaseoso existente en la atmdsfera, por lo tanto, para que pueda ser asimilado,
debe romperse primero el enlace sumamente estable existente entre sus dos
atomos de nitrégeno e incorporarse el nitrogeno formando amoniaco o nitratos
(Danso y Eskew, 1984). A pesar de que la tasa de fijacion de nitrdgeno de las
bacterias libres del suelo es relativamente baja en comparacion a los rizobios
simbidticos, estas bacterias son muy abundantes particularmente en la rizosfera
(Rojas, 2008). Muchas de las bacterias fijadoras de N pueden ademas aportar al
desarrollo de las plantas a través de la produccion de fitohormonas y de la induccién
de tolerancia a estrés (Fukami et al., 2018). Por lo tanto, el hecho de que las
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bacterias aerdbicas estrictas que estan cumpliendo este rol tiendan a disminuir en
la condicion WET, podria tener relevancia a nivel nutricional para las plantas.

Por otro lado, bacterias con la capacidad de producir la enzima ACC desaminasa
cumplen un rol importante en la proteccién de las plantas frente a distintos tipos de
estrés. La enzima ACC desaminasa puede disminuir las concentraciones de etileno
deletéreo en las plantas al desaminar el ACC, que es su precursor e incrementa la
disponibilidad de amonio en la solucién de suelo (Esquivel-Cote et al., 2013). Existen
reportes que han mostrado que tratamientos con PGPB (Bacterias promotoras del
crecimiento vegetal) que poseen la enzima ACC desaminasa reducen los niveles de
estrés y confieren tolerancia a salinidad en cultivos que crecen en medios con altas
concentraciones salinas (Saharan y Nehra, 2011; Gontia-Mishra et al., 2014; Ali et
al., 2014).

Al analizar el porcentaje de bacterias AE en las dos profundidades de suelo y en
las condiciones hidricas DRY y WET (Figura 4), no se determiné una diferencia
significativa entre las poblaciones de bacterias fijadoras de N, P, K, AIA y con
habilidad para producir la enzima ACC desaminasa, con los diferentes tratamientos
(P < 0,05). Sin embargo, se observa que las bacterias fijadoras de N tienden a
disminuir en la condicién WET.

La fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) requiere de un aporte considerable de
ATP, que debe ser generado por fosforilacién oxidativa, que a su vez exige la
disponibilidad y consumo de importantes cantidades de oxigeno, pero es paraddjico
que el complejo enzimatico responsable directo de la FBN: La nitrogenasa, sea una
enzima que facilmente se inactiva en presencia de oxigeno (Soto-Urzua y Baca,
2001). Esto es contradictorio, ya que la condicion de anaerobiosis favorece la
condiciéon de la nitrogenasa, pero podria explicarse con que la mayoria de las
bacterias que fijan N son aerobias, por lo tanto, pueden tender a desaparecer en
ambientes anaerobios. Segun (Baldani et al., 2014) las bacterias fijadoras de N mas
estudiadas y aisladas son Azospirillum, Beijerinckia, Derxia y Azotobacter, todas
ellas bacterias aerobias estrictas (Sturz et al., 2000; Huergo et al., 2008; Sumbul et
al., 2020; Gamit y Amaresan, 2022).
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Figura 4. Porcentaje de bacterias aerobias estrictas a diferentes profundidades (20
y 40 cm) en distintos tratamientos de riego (DRY y WET) en un huerto de ciruelo
europeo en super alta densidad (SHD).
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De esta manera se puede entender que la desaparicion y disminucion

considerable de las poblaciones de bacterias cultivables con capacidad de fijar N

atmosférico puede deberse a que los principales géneros que participan en este

proceso son de naturaleza aerobia estricta, por lo que al haber un aumento en la
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cantidad de agua en la solucién de suelo disminuye el oxigeno disponible necesario
para su subsistencia.

Las auxinas son el grupo principal de fitohormonas que actuan como reguladores
del crecimiento vegetal, interviniendo en procesos fisioldgicos como desarrollo de
tejidos, crecimiento del tallo, la caida de hojas, entre otros (Petrasek y Friml, 2009),
siendo el acido indolacético (AlA) la auxina natural mas abundante y de mayor
importancia fisiolégica (Taiz y Zeiger, 2010). La habilidad de sintetizar esta hormona
no es solo atributo de las plantas, sino que también una caracteristica de muchas
bacterias (Lehmann et al., 2010). En general el porcentaje de bacterias con la
capacidad de producir AIA fue bajo, debido a que cerca del 80 % de las bacterias
rizosféricas producen AlA (Petten y Glick, 2002) y en este caso las bacterias con esta
capacidad fueron menor al 10 % del total de bacterias. Cabe senalar que las
bacterias aisladas en este estudio no son exclusivamente rizosféricas, sino que
incluyen bacterias del suelo aisladas desde la zona de raices, lo que podria explicar
esta diferencia.

Si bien los géneros de bacterias PGPB asociados a la produccion de AlA son
Azotobacter, Azospirillum y Pseudomonas (Ahmad et al., 2005), se han reportado
especies de Bacillus como Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subtilis capaces de
producir AlA en diversas cantidades (Elsorra et al., 2004). Segun el estudio de Lino
(2011), el 20 % de las cepas de Pseudomonas sp evaluadas resultaron positivas en
cuanto a produccion de AlA, con valores que fluctuan entre 10,39 y 21,95 ppm.
Valores similares fueron reportados por (Torres-Rubio et al., 2000) en diferentes
cepas de Pseudomonas. En la Figura 5 se muestran los niveles de AlA obtenidos
con las cepas aisladas en esta investigacion los cuales fluctuaron entre 1y 7 ppm,
valores que estan por debajo de lo reportado para bacterias que realmente
estimulan el crecimiento de las plantas. Siendo la cepa B4.23, aislada desde una
condicion WET a 40 cm, la que logré mayor produccién (P < 0,05).

Figura 5. Cantidad de produccion de acido indolacético (ppm) de diferentes cepas
de bacterias aerobias estrictas aisladas desde suelo de un huerto de ciruelo europeo
en super alta densidad (SHD).
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* Letras diferentes entre tratamientos indican diferencias significativas (P < 0,05).

Este trabajo de investigacion confirma que el efecto de un manejo de riego
excesivo puede afectar poblaciones que estan cumpliendo roles benéficos para las
plantas, de acuerdo con lo que se ha reportado en otros trabajos (Qin et al., 2019).
Futuros estudios permitiran determinar el impacto que las variaciones poblacionales

de bacterias benéficas tengan en la produccion.

CONCLUSIONES

1. En un huerto de ciruelo europeo en super alta densidad la condicién de riego
“‘WET” disminuye las poblaciones de bacterias aerobias estrictas.

2. Las bacterias aerobias estrictas encontradas en el suelo de un huerto de ciruelo
europeo en super alta densidad, cumplen roles principalmente asociados a la
fijacion biolégica de nitrégeno y a la produccién de la enzima ACC desaminasa.

3. La condicion “WET” en el suelo de un huerto de ciruelo europeo en super alta
densidad, tiende a disminuir principalmente las poblaciones de bacterias que

fijan nitrégeno.
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