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RESUMEN

La produccion de pimiento procesado es de gran importancia economica en la
provincia de Mendoza. El cultivar Calafyuco INTA es ampliamente utilizado en la
region para este propadsito. En la produccion de pimiento se utilizan con frecuencia
los agroquimicos para aumentar la produccion. En exceso, la aplicacion de estos
productos puede resultar peligrosa para el suelo, los recursos hidricos e incluso
para la salud humana. Por lo tanto, es necesario estudiar alternativas bioldgicas
gue permitan una reduccion en el uso de agroquimicos. En este contexto a nivel
mundial, el uso de bioinoculantes formulados a partir de microorganismos ha
demostrado tener efectos positivos en el crecimiento de las plantas en condiciones
normales, y bajo diferentes tipos de estrés abiotico. Algunos de los bioinoculantes
mas utilizados estan formulados con rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR). Entre los mecanismos de promocién del crecimiento de las
PGPR, se encuentran la fijacion bioldégica de nitrogeno, la produccion de
sideroforos que facilitan la captacion de hierro, la solubilizacion de fuentes
insolubles de fosfatos y la produccion de fitohormonas o reguladores del
crecimiento vegetal. Sin embargo, se desconoce el papel que tienen las PGPR en
el perfil de otros metabolitos vegetales, en particular, hay poca investigacion que
documente el efecto de la inoculacién sobre los compuestos fendlicos. El objetivo
general de esta tesis fue evaluar el efecto de la inoculacion de plantas de pimiento
cv. Calafyuco INTA con PGPR nativas en diferentes estadios de crecimiento de la
planta. La inoculacion aceler6 la germinacion y aumentd los parametros
morfologicos de germinacion. El efecto de las bacterias en las plantulas mostro
una alta eficiencia en la promocion del crecimiento, lo que reduce los costos
asociados con la produccién industrial de plantines de pimiento. De la misma
forma, la inoculacion se correlaciond directamente con una mayor concentracion
de nitrogeno, lo que indicé que las plantas inoculadas no necesitaron un aporte
extra de nitrogeno de origen quimico. Asimismo, la inoculacion de semillas de

pimiento permitié identificar algunos compuestos fendélicos de gran importancia en
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el proceso de quimiotaxis que median la colonizacion de las radiculas de plantulas
de pimiento. En plantas adultas cultivadas en macetas se observé un aumento de
los diferentes parametros morfologicos, fisioldgicos y bioquimicos en las plantas
inoculadas principalmente con las cepas Pseudomonas 42P4 y Cellulosimicrobium
6011. De igual forma, el perfil de compuestos fendlicos se vio afectado por la
inoculacién con PGPR. Por otro lado, las PGPR aliviaron el estrés impuesto a las
plantas de pimiento por NaCl y Na,S0,4. En las plantas inoculadas se observo el
correcto funcionamiento de los pigmentos fotosintéticos, paliando los efectos
adversos de la salinidad en las plantas. Asimismo, se identificaron algunos
compuestos fendlicos relacionados con la respuesta al estrés salino. De acuerdo a
los resultados obtenidos en la inoculacion de plantas de pimiento cultivadas en
campo, el uso de PGPR incremento el crecimiento de las plantas y la produccién
tanto en peso como en calidad de los frutos. El tratamiento de co-inoculacion con
Pseudomonas 42P4 + Cellulosimicrobium 6011 demostré ser el mas efectivo, lo
que permite validar que estas cepas podrian ser seleccionadas para producir un

bioinoculante que pueda ser utilizado en la regién de Cuyo.
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ABSTRACT

Processing pepper production is of great economic importance in the province of
Mendoza. The cultivar Calafyuco INTA is widely used in the region for this
purpose. In pepper production. agrochemicals are frequently used to increase
production. In excess, the application of these products can be dangerous for the
soil, water resources, and even human health. Therefore, it is necessary to study
biological alternatives that allow a reduction in agrochemical use. In this context
worldwide, the use of bioinoculants formulated from microorganisms has been
shown to have positive effects on plant growth under normal conditions, and under
different types of abiotic stress. Some of the most used are formulated with plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR). Among the growth promotion
mechanisms of PGPR, are biological nitrogen fixation, the production of
siderophores that facilitate iron uptake, the solubilization of insoluble sources of
phosphates and the production of phytohormones or plant growth regulators.
However, the role that PGPR have on the profiles of other plant metabolites are
unknown, in particular, there is little research documenting the effect of inoculation
on phenolic compounds. The general objective of this thesis was to evaluate the
effect of the inoculation of pepper plants cv. Calafyuco INTA with native PGPR in
different stages of plant growth. The inoculation accelerated germination and
increased the morphological parameters of germination. The effect of bacteria on
seedlings showed high efficiency in promoting growth, which reduces the costs
associated with the industrial production of pepper seedlings. In the same way, the
inoculation was directly correlated with a higher nitrogen concentration, which
indicated that the inoculated plants did not need an extra supply of nitrogen. Also,
the inoculation of pepper seeds allowed the identification of some phenolic
compounds of great importance in the chemotaxis process that mediates the
colonization of the radicles of pepper seedlings. In adult plants grown in pots, an
increase in the different morphological, physiological and biochemical parameters
was observed in the plants inoculated mainly with the Pseudomonas 42P4 y
Cellulosimicrobium 6011 strains. Similarly, the profile of phenolic compounds was
affected by inoculation with PGPR. On the other hand, PGPR relieved the stress
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imposed on pepper plants by NaCl and Na,S04. In the inoculated plants, the
correct functioning of the photosynthetic pigments were observed, alleviating the
adverse effects of salinity on the plants. Likewise, some phenolic compounds
related to the response to salt stress were identified. According to the results
obtained in the inoculation of pepper plants grown in the field, the use of PGPR
increased the growth of the plants and the production both in weight and quality of
the fruits. The co-inoculation treatment with Pseudomonas 42P4 +
Cellulosimicrobium 60I1 proved to be the most effective, which allows validation
that these strains could be selected to produce a bioinoculant that can be used in

the Cuyo region.
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CAPITULO 1

l. INTRODUCCION GENERAL
A. Origen del género Capsicum

El pimiento fue una de las primeras plantas cultivadas por las culturas
precolombinas, para las cuales representaba un valioso condimento y una fuente
importante de vitamina C (Eshbaugh, 1970; Carrizo-Garcia et al.,, 2016). Se
estima, por evidencia arqueoldgica hallada en el centro de México y Peru, que su
utilizacién se remonta a 7000 afios A.C. (Do Rego et al., 2016; Naccarato et al.,
2016). Los antiguos pobladores de Ameérica utilizaron el pimiento entre otras cosas
como medicamento, moneda de cambio, material de tributo (Luna-Ruiz et al.,
2018; Salehi et al., 2018) e incluso como arma quimica o castigo, para lo cual
hacian inhalar el humo producido por la quema de pimientos pungentes secos, lo

que ocasionaba asfixia, tos y lagrimeo en los ojos (Fulton et al., 2017).

Se estima que 6000 afios antes de la llegada de los europeos al continente
Americano, el maiz y el pimiento comprendian en conjunto un complejo alimenticio
utilizado por las culturas precolombinas desde las Bahamas hasta el sur de Peru
(Wahyuni et al., 2013).

Después de la conquista de América el pimiento fue llevado por los espafioles a
Europa para ser utilizado como un sustituto de la pimienta (Piper nigrum). En
Espafia el cultivo de pimiento se hizo popular debido a que podia ser cultivado en
las condiciones agroclimaticas de la peninsula Ibérica, desde aqui el cultivo se
expandié a Portugal, posteriormente los portugueses introdujeron el pimiento en

sus colonias en la India y Africa (Pinto et al., 2016).

La domesticacion de las especies de Capsicum que se cultivan en la actualidad
ocurrié hace aproximadamente 800 afios, siendo México y Guatemala el centro de

domesticacién para C. annuum, la regidbn amazonica para C. chinense y C.
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frutescens y las zonas altas de Bolivia y Pert para C. baccatum y C. pubescens
(Pickersgill, 1969; Chiou & Hastorf, 2014). De igual forma se considera que Brasil
es un centro de diversidad genética importante para las especies del género
Capsicum debido a que presenta una alta tasa de endemismo (Pardey et al.,
2006). Se estima que Argentina forma parte del centro de diversidad de C.
baccatum var. Baccatum, esta especie ha sido reportada en la provincia de
Cérdoba (Hunziker, 1951; Galmarini, 2000).

El pimiento es uno de los cultivos horticolas de mayor importancia a nivel mundial,
se cultiva en América, Europa, Asia, Africa y en menor medida en Oceania
(FAOStat, 2012). En la actualidad es cada vez mas frecuente el uso de la
capsaicina con fines médicos empleandose como agente analgésico de uso topico
(Saleh et al.,, 2018), especialmente util en padecimientos como la neuralgia

trigeminal (Puri et al., 2018).

B. El género Capsicum spp

Dentro de la familia de las solaniceas se encuentra el género Capsicum, al igual
gue otros géneros de importancia econdémica como Solanum y Nicotiana. En la
actualidad los frutos cosechados de Capsicum, denominado popularmente como
pimientos, ajies 0 morrones, revisten gran importancia desde un punto de vista
nutricional debido a que contienen cantidades significativas de vitaminas B, C, E 'y
provitamina A (caroteno). Ademas, posee aceites esenciales, resinas, proteinas,
celulosa, principios pungentes, clorofila y elementos minerales importantes en la
industria alimentaria y farmacolégica (Antonio et al., 2018; Olatunji & Afolayan,
2018; Hernandez-Pérez et al., 2020). Como puede observarse en la Figura 1.1 las

formas, colores y tamafos de sus frutos son muy variados.
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Figura 1.1. Frutos del género Capsicum. Fuente: Lobato, 2015.

A continuacion, se presenta la clasificacién taxondémica del género Capsicum
realizada por Jarret et al. (2019):

Reino: Vegetal
Tipo: Faner6gama

Division: Spermatophyta

Clase: Dicotiledénea
Subclase: Simpétala o Gamopétala
Orden: Solanales o Tubiflorales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum

La gran diversidad de formas de pimientos existentes en las especies cultivadas,
asi como la diversidad de criterios utilizados en su clasificacion hacen que la
taxonomia dentro del género Capsicum sea compleja (Hayano-Kanashiro et al.,
2016). Se estima que el género Capsicum esta conformado por alrededor de 33
especies silvestres y 5 especies domesticadas, las cuales corresponden a: C.
baccatum, C. pubescens, C. frutescens, C. chinense y C. annuum (USDA, 2011).
En base al color de la flor las especies del género Capsicum se dividen en dos
grandes grupos: el grupo de flores blancas y el grupo de flores moradas (Montes
et al., 2010). En el grupo de flores blancas se incluyen las especies domesticadas
C. annuun, C. chinense, C. frutescens y C. baccatum (Van Zonneveld et al., 2015);
mientras que el grupo de flores moradas contiene la especie domesticada C.
pubescens, que pese a no tener un ancestro silvestre conocido, puede formar

hibridos fértiles con C. cardenasii y C. eximium (Sikora & Nowaczyk, 2014).

Tesis Doctoral Miguel Andrés Lobato-Ureche Pagina 21



En general es complejo realizar cruzamientos entre las especies del grupo de
flores blancas y el grupo de flores moradas (Galmarini, 2000). Las especies de
ambos grupos del género Capsicum consumidas por la humanidad se pueden
distinguir por caracteres morfolégicos como color, tamafio y forma de la corola,
forma del céliz, nimero de flores por nudo y presencia de constriccion anular en la
union del caliz y el pedicelo, siendo este ultimo caracter especialmente util para
distinguir a C. chinense (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Caracteres morfolégicos para el reconocimiento de las especies del género Capsicum

consumidas por la humanidad (Fuente: Montes, 2010).

Céliz Constriccion  Color y tamafio dela  Flores por  Color y forma

Especie . .
P dentado en el céliz corola nudo de la semilla

Grupo de flores blancas

C. annuum var.

Presen Ausen Blan ran 1 Amarilla, li
Annuum esente usente anca (grande) arilla, lisa
C. annuum var. o . .
. Ausente Ausente Blanca (pequefa 1(2-3 Amarilla, lisa
Glabriusculum (peq ) (2-3) '
C. chinense Ausente Presente Blanca opaca 2-3 Amarilla, lisa
C. frutescens Ausente Ausente Blanca verdosa 2-3 Amarilla, lisa
C. galapagoense Ausente Ausente Blanca 1 Amarilla, lisa
C. baccatum var. Blanca con manchas . .
Presente Ausente - 1 Amarilla, lisa
Pendulum amarillas-verdosas
C. baccatum var Blanca con manchas . .
Presente Ausente - 2-3 Amarilla, lisa
baccatum amarillas-verdosas
C. baccatum var. Blanca con manchas . .
o Presente Ausente 1 Amarilla, lisa
Umbilicatum verdes u ocres
. Moradas con manchas . .
C. praetermissum Presente Ausente verdes 1 Amarilla, lisa
C. chacoense Presente Ausente Blanca 1 Amarilla, lisa
Violeta a crema con
C. tovarii Presente Ausente manchas amarillas 1 Amarilla, lisa
verdosas
Grupo de flores purpura
C. pubescens Presente Ausente Moradas 1(2-3) Negra, rugosa
Violacea magenta a
C. eximium Presente Ausente blancuzca con méculas 1(2-3) Amarilla, lisa
amarillentas u ocraceas
. Moradas . .
C. cardenasii Presente Ausente 2-3 Amarilla, lisa

(campanulada)
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C. Produccién del pimiento y su importancia

Los pimientos son productos horticolas de alto valor econémico y nutricional, con
una gran aceptacion en el mercado internacional. La comercializacion de pimiento
presenta una tendencia en alza debido al incremento de la poblacion mundial, lo
cual ha favorecido el aumento de su uso a nivel industrial (Gobie, 2019). En
particular en la industria alimenticia se destaca su utilizacién en estado de polvo,
como saborizante y colorante en la preparacion de salsas, sopas y embutidos de
carne (Baenas et al., 2019). De igual forma en el mercado internacional existe una
demanda creciente por los frutos de pimiento; demanda provocada por la
prohibicién del uso de colorantes sintéticos y por el aumento de los costos en

paises tradicionalmente productores como Espafia (Kantar et al., 2016).

A nivel global, se considera que en el continente asiatico se encuentra mas de la
mitad de la superficie mundial dedicada a la produccion de pimiento,
destacandose paises como China, Indonesia, Corea, Pakistan y Turquia. Después
de Asia, Africa es el continente con mayor area destinada a la produccion de
pimiento, seguida por Europa. En América, las superficies més representativas en
este cultivo se encuentran en México y Estados Unidos (Zhang et al., 2016; Batiha
et al., 2020). La produccion de los paises de América del sur estd basicamente

destinada al autoconsumo.

Varias de las especies del género Capsicum estdn presentes en el territorio
argentino (Galmarini, 2000). Segun Hunziker, dentro de las especies que se
cultivan en Argentina se encuentran C. baccatum, C. eximium, C flexuosum y C.
chacoense; esta ultima, distribuida ampliamente en las provincias de Catamarca,

La Rioja, Corrientes, Cordoba, Chaco y Formosa (Hunziker, 1998).

En el aflo 2019 en Argentina se cultivaron alrededor de 10624 ha de pimiento, que
representan una produccion de 11020 t (FAOSTAT, 2021). La produccion de
pimiento para pimentdn se concentra en el Norte de Argentina, en las provincias
de Catamarca (en el Valle de Santa Maria) y Salta (en los Valles Calchaquies y
Lerma) (Duran et al.,, 2010). En las provincias de Mendoza y San Juan se

concentran las industrias para la produccion de conservas de pimiento (Galmarini,
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2000). Se estima que en Mendoza se cultivan alrededor de 1246 ha de pimiento,
los principales departamentos productores son: Maipu, San Carlos, Tunuyan, San
Rafael y Lavalle. La mayor parte del pimiento cultivado en la provincia de Mendoza
corresponde al tipo Calahorra, destinado a la industria conservera. En la Figura
1.2 se muestran sus frutos caracteristicos. También se cultiva pimiento tipo 4
cascos para el mercado en fresco y la industria del deshidratado (Roig et al.,
2009). Dentro del tipo Calahorra, el cv. Calafyuco INTA, obtenido por el programa
de mejoramiento del INTA La Consulta (Galmarini et al., 1991), es resistente a
Phytophthora capsici Leo., una enfermedad fungica que ocasiona grandes
pérdidas econdmicas en: las plantaciones de pimiento. Las plantas alcanzan en su
estado adulto a los 55 cm de altura, se estima que el ciclo del cultivo es de 115
dias, sus frutos son de forma acorazonada, con el apice terminando en una punta
aguda. El peso promedio del fruto es de unos 130 g, es muy carnoso y de sabor
dulce, por eso el interés de la industria conservera. Los frutos una vez maduros

son de color rojo Figura 1.2.

Figura 1.2. Fruto de pimiento del cv. Calafyuco INTA.

D. Ambiente y agricultura

Para satisfacer la alta demanda de alimentos producto del crecimiento exponencial
de la poblacion mundial surgié entre los afios 60 y 70 la llamada “revolucién
verde”. El primer paso de esta revolucion consistié en el desarrollo de variedades

altamente productivas (trigo, arroz y maiz), resistentes a plagas y enfermedades,
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con capacidad para duplicar y hasta triplicar el rendimiento con respecto a las
variedades tradicionales. Esto conllevd a que se destinaran grandes superficies a
los monocultivos intensivos, altamente dependientes de fertilizantes y pesticidas
quimicos (Pingali, 2012; Conway & Barbier, 2013). Por este motivo actualmente
los cultivos dependen de la utilizacién de agroquimicos y de la fertilidad del suelo
para aumentar su produccién. La fertilidad del suelo esta relacionada con la
disponibilidad de los nutrientes que en €l se encuentren. Entre los mas
importantes podemos mencionar nitrogeno, fosforo y potasio. En suelos con
deficiencias de estos elementos se aplican fertilizantes para poder suplirlo, sin
embargo, los altos costos de los fertilizantes nitrogenados limitan su uso. Ademas,
se estima que los cultivos absorben entre un 20 a 40% del fertilizante aplicado, el
restante se pierde por diversos mecanismos, esto conlleva enormes pérdidas
econdémicas, afectando el medio ambiente, incrementando el efecto invernadero y

la pérdida de la diversidad bioldgica del suelo.

En las ultimas décadas se ha tomado conciencia ambiental por el agotamiento de
los recursos naturales, particularmente con respecto al uso intensivo de
fertilizantes minerales, que han dejado a su paso la contaminacion del recurso
hidrico y la pérdida de la fertilidad del suelo, ocasionando graves problemas
ecologicos, economicos y sociales. Por consiguiente, es necesario encontrar
soluciones que permitan consolidar una agricultura sustentable mediante una
explotacion racional de los recursos naturales y la aplicacion de tecnologias
adecuadas que garanticen el cuidado del ambiente. En este contexto, es notable
la importancia que tienen los biofertilizantes como una alternativa parcial o total a
los fertilizantes minerales. Los biofertilizantes son productos que contienen restos
vegetales o microorganismos (bacterias u hongos), utilizados en la fertilizaciéon y
nutricion vegetal. Dentro de los biofertilizantes nos focalizaremos en los
bioinoculantes que contienen microorganismos, que al ser inoculados pueden vivir
asociados o en simbiosis con las plantas (Macik et al., 2020). Dentro de este grupo

se encuentran los formulados por rizobacterias.
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E. Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Algunos bioinoculantes estdn compuestos por rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal, conocidas como PGPR por sus siglas en inglés (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) (Kloepper & Schroth, 1978). Estos microorganismos
pueden promover el crecimiento de las plantas por medio de diferentes
mecanismos que analizaremos en detalle en la siguiente seccién. Las PGPR
constituyen una alternativa sustentable para el manejo de agroecosistemas, esto
es debido al bajo costo de implementacion e impacto ambiental y al efecto positivo
en el rendimiento de diferentes cultivos con importancia econdmica mundial (Glick,
2012).

Las PGPR son habitantes del suelo y se caracterizan por colonizar la rizésfera de
las plantas (Sharma et al., 2017) o pueden ser endofiticas en diferentes 6rganos
como raices, hojas y tubérculos (Gusain et al., 2019). La rizésfera es la zona de
influencia de la raiz en la cual la planta produce una liberacion continua de
metabolitos, los cuales son utilizados como sustrato por los microorganismos (Lu
et al., 2018). Los metabolitos rizosféricos o exudados incluyen aminoacidos,
acidos orgéanicos, azlcares, compuestos fendlicos y proteinas (Philippot et al.,
2013). Generalmente las PGPR deben colonizar en forma eficiente la superficie de
la raiz para ejercer su efecto benéfico, competir por los nutrientes y el sitio que

ocuparan en el sistema radical (Kumari et al., 2018).

F. Mecanismos de promocién del crecimiento por las PGPR

Los mecanismos por los cuales las PGPR pueden mejorar el desarrollo de la
planta es, a través de la produccion de hormonas o reguladores del crecimiento
vegetal o incrementando la disponibilidad de nutrientes esenciales, mejorando la
disponibilidad y su absorciéon. Ademas, pueden suprimir un amplio espectro de
fitopatdgenos como bacterias, hongos y nematodos (Castillo et al., 2015). Para

promover el crecimiento y la sanidad de las plantas las PGPR combinan estos
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mecanismos, los cuales pueden actuar simultanea o secuencialmente en los
diferentes estadios del desarrollo vegetal (Bishnoi, 2015). Estos mecanismos se
pueden clasificar como directos e indirectos y pueden observarse en la Figura 1.3.

Fijscion Solubilizacién :
> Produccion de
biolégica de
nitrgeno de fosfatos sideroforos
% <
\
\ Produccién de
Produccion
Terpenos
. Produccion : S,
Antiblosis de enzimas R""‘?“"" .ststemm
liticas inducida

Figura 1.3. Mecanismos de accion directos e indirectos de las PGPR para la promocién del

crecimiento de las plantas.

Los mecanismos directos son aquellos en los que las PGPR promueven, en forma
directa, el crecimiento de las plantas facilitdndoles el acceso a minerales
esenciales que se encuentran en el suelo pero que no se encuentran disponibles
para las raices. Generalmente este tipo de mecanismo involucra facilitar la
adquisicién de recursos o la modulacion de los niveles de hormonas vegetales
(Glick, 1995). Las PGPR pueden proporcionar a la planta nutrientes esenciales
como nitrégeno, fosforo y hierro para lo cual utilizan mecanismos como la fijacion
Biologica del nitrégeno (FBN), la solubilizacion de formas insolubles de fosforo
inorganico (Prasad et al., 2015) y la produccién de sider6foros para obtencion de

hierro (Khalid et al., 2015). Ademas, estas bacterias pueden producir fitohormonas
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o reguladores del crecimiento tales como: auxinas (entre ellas el acido indol
aceético, AlA) (Yousef et al., 2018), giberelinas (GAs) (Bottini et al., 1989; Kang et
al., 2014), acido abscisico (ABA) (Cohen et al., 2008; Porcel et al., 2014),
citocininas (Mehmood et al., 2018), acido salicilico (Masciarelli et al., 2014), acido
jasmonico (AJ) (Piccoli et al., 2011), etileno y 6xido nitrico (Cassan et al., 2014). A
continuacion, se presentan con mas detalle los principales mecanismos directos
(secciones F.1 a F.5) e indirectos (secciones F.6 a F.8) implicados en la

interaccion planta-PGPR.

F.1. Fijacidn bioldgica de nitrogeno (FBN)

Se estima que un 79% del nitrdgeno del planeta se encuentra en la atmdsfera en
su estado elemental como N, no obstante, en esta forma no se encuentra
metabdlicamente disponible para ser absorbido y asimilado por las plantas (Xu et
al., 2012). De los macronutrientes minerales, el nitrogeno es el mas importante
para el desarrollo de las plantas, las cuales lo absorben preferentemente por la
raiz bajo las formas ionicas de nitrato (NO3) y amonio (NH4;") (Cameron et al.,
2013). El nitrégeno en la planta es un componente esencial de moléculas como
proteinas, acidos nucleicos, hormonas (auxinas y citoquininas) y clorofilas (Krapp,
2015), entre otros. Sin embargo, a pesar de su importancia para el desarrollo de
las plantas, es uno de los elementos mas deficiente en los suelos (Kraiser et al.,
2011).

La FBN es considerada uno de los principales mecanismos por el cual las plantas
se benefician de la asociacion con microorganismos del suelo (Moreau et al.,
2019). El proceso consiste en la conversion del N, a NH;", un compuesto quimico
asimilable para la planta, como se muestra en la Figura 1.4 (Annan et al., 2012).
La transformacion de N, a nitrogeno disponible es mediada por la enzima
nitrogenasa, la cual estd compuesta de varias unidades proteicas y requiere de 36

atomos de hierro para conservar su integridad funcional (Zhang et al., 2016).
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Figura 1.4. Esquema de la FBN por PGPR, las bacterias reciben fuentes de carbono de las plantas

(CHO) y a cambio ellas les proveen de NH,". Tomada y modificada de Molina-Romero et al., 2015.

La nitrogenasa se encuentra conformada por dos proteinas distintas llamadas
dinitrogenasa y dinitrogenasa reductasa, las cuales son metaloenzimas. La
dinitrogenasa también contiene molibdeno. En la dinitrogenasa, el hierro y el
molibdeno forman parte de un cofactor conocido como FeMo-Co, el cual es el

centro donde ocurre la reduccion real del N, (Purwanto et al., 2016).

F.2. Solubilizacion de fosfatos

El fésforo es otro macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las
plantas, este elemento esta involucrado en importantes funciones vitales como la
division celular, transduccion de sefiales, formacion de macromoléculas,
produccion de azucares y almidones, sintesis de &cidos nucleicos, fotosintesis,

respiracion y formacién de aceites (Awasthi et al., 2011; Khan et al., 2014).
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La mayor parte del fésforo presente en el suelo no es asimilable para la planta,
debido a que se encuentra en formas insolubles (Mitran et al., 2018). El pH del
suelo juega un papel importante en la disponibilidad del fésforo. A pH neutro el
fésforo tiende a formar complejos insolubles con hierro y aluminio, mientras que en
suelos alcalinos se precipita al formar complejos con calcio y magnesio (Kruse et
al., 2015). Generalmente la cantidad de fosfato asimilable que contienen las
soluciones del suelo son muy pequefias y van del orden de 0,1 a 1 mg L™ de PO,*
(Behera et al., 2014). Algunas bacterias tienen la capacidad de solubilizar el
fésforo incrementando la disponibilidad de este nutriente para las plantas
(Hinsinger et al., 2011). El principal mecanismo de las PGPR para la solubilizacion
del fosfato mineral consiste en la excrecion de &cidos organicos producidos por el
metabolismo de los azlcares, los cuales disminuyen el pH del medio, facilitando la
movilidad del fésforo (Abbas-Zadeh et al., 2010). Dentro de los acidos producidos
por los microorganismos los mas frecuentes son: adipico, férmico, fumarico,
glicélico, glucénico, indolacético, butirico, oxalico, succinico, mélico, maldnico,
acético, lactico, citrico, propiénico, succinico y 2-cetogluconico. Estos acidos
actian como quelantes de los cationes Ca*", Fe**, A" y Mg*? promoviendo la
liberacion de fosfatos a partir de compuestos fosfatados insolubles. De estos
acidos los que han sido mas estudiados son el glucénico y el 2-cetogluconico
(Paredes & Espinosa, 2010; Goswami et al., 2016; Walia et al., 2017).

La mayoria de los acidos organicos producidos por las PGPR son alifaticos,
capaces de modificar el pH provocando la disolucion de fosfatos insolubles de los
suelos. De igual forma tienen una accion directa sobre la quelacion, la
precipitacion y las reacciones de oxido-reduccion de la rizésfera, formando
complejos con metales, solubilizando metales y ademas participando en su
transporte (Bhardwaj et al., 2014; Goswami et al., 2016).

De igual forma la excrecibn de enzimas extracelulares como las fosfatasas
catalizadoras de la hidrdlisis de ésteres fosforicos, fitasas y C-P liasas son de gran
importancia en la mineralizacion del fésforo organico en el suelo. El fosforo que

procede de la materia organica presente en el suelo puede ser solubilizado
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mediante hidrolisis, por la accidon de las enzimas fitasas, que pertenecen a la clase
de las fosfohidrolasas. Estas enzimas son las responsables de hidrolizar hasta el
80% del fosforo organico que se encuentra en el suelo en forma de hexafosfato de
inositol o fitato, el cual es un derivado del mioinositol, el cual constituye una de las
principales formas de almacenamiento de fosforo organico en las células

vegetales (Singh et al., 2020).

Los mecanismos de solubilizacion de fosfatos por medio de acidos organicos o por
la accion de las fosfatasas pueden coexistir dentro de una especie de PGPR, de
tal forma que el efecto conjunto de estos dos mecanismos, aumentan la
disponibilidad de fosforo en la rizésfera y su absorcion por la planta (Faria et al.,
2013). Se estima que la utilizacion conjunta de fésforo de origen mineral y PGPR
solubilizadoras de fosfatos podrian disminuir hasta un 50% la cantidad de fésforo

mineral aplicado sin afectar el rendimiento de las plantas (Tahir & Aqgeel, 2013).

F.3. Produccién de sider6foros

El hierro es el micronutriente que las plantas requieren en mayor cantidad,
llegando incluso a considerarse como un macronutriente para algunas especies.
Las plantas pueden absorber el hierro como ion férrico (Fe**) pero dada su mayor
solubilidad es mas facilmente absorbido como ion ferroso (Fe?*) (Rout & Sahoo,
2015). Sin embargo, su disponibilidad como Fe?* en el suelo es baja, debido a la
rapida oxidacion de Fe?* a Fe*" y la posterior formacién de compuestos insolubles,

principalmente en forma de hidréxidos (Pii et al., 2016).

Algunos microorganismos del suelo tienen la capacidad de producir compuestos
de bajo peso molecular denominados sideréforos. Estos compuestos son solubles
en disoluciones acuosas a pH neutro y pueden ser fluorescentes. Ademas,
presentan alta afinidad para quelar el hierro del suelo, incrementando la
disponibilidad y absorcion de hierro por parte de la planta y en algunos casos
facilitando el control de organismos fitopatégenos (Parray et al., 2016; Khan et al.,
2018). Otras PGPR, utilizando un receptor especifico situado en la membrana

bacteriana, secuestran el hierro, produciendo un complejo Fe®**-sideréforos, de
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esta manera el hierro queda inaccesible para los microorganismos que no cuentan
con el sistema de asimilacion especifico para reconocer dicho complejo (Rahimi et
al., 2020). Al secuestrar todo o la mayor parte del hierro presente en el suelo, las
PGPR convierten a este elemento en un factor limitante para grupos de

organismos patdégenos dependientes de hierro (Sayyed et al., 2013).

Existen alrededor de 500 tipo de sideréforos diferentes y se dividen en tres
familias de acuerdo al grupo funcional caracteristico: hidroxamatos, catecolatos y
carboxilatos (Ahmed & Holmstrém, 2014). La sintesis de sideréforos esta
modulada por diversos factores ambientales como el pH, los niveles de hierro y
sus formas quimicas, la presencia de otros elementos traza y un adecuado
suministro de carbono, nitrogeno y fésforo (Sivasakthi et al.,, 2014). Bajo
condiciones de deficiencias de hierro la produccién de exudados radicales ricos en
compuestos fendlicos incrementa la proliferacion de microorganismos productores

de siderdforos en la rizésfera de las plantas (Jin et al., 2010).

F.4. Reguladores de crecimiento o fitohormonas
F.4.1. Auxinas

El AlA es considerado la auxina principal en las plantas superiores. Esta hormona
regula multiples procesos fisioldgicos y juega un papel determinante en el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Las auxinas estan implicadas entre otras
funciones en la gametogénesis, embriogénesis, incremento del sistema radical,

crecimiento de plantulas, formacién vascular y desarrollo de la flor (Zhao, 2010).

En bacterias que habitan la rizosfera de las plantas, existen diferentes vias de
sintesis de AIA, estando regulada su expresion por factores de transcripcion, por
la localizacion de los genes implicados y por la presencia de enzimas que pueden
inactivar o metabolizar el AIA (Cavalcante da Silva et al., 2020). Se estima que
alrededor del 80% de las bacterias aisladas de la rizosfera son capaces de
producir AlA (Igbal et al., 2016), por lo que se considera un mecanismo comun en

diferentes géneros y especies de PGPR.
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Entre los géneros bacterianos mas importantes podemos mencionar Azospirillum
sp., Bacillus sp. y Azotobacter sp. (Patil, 2011; Garcia et al., 2017; Bhutani et al.,
2018), Pseudomonas putida, P. fluorescens y P. chlororaphis (Dimkpa et al., 2012;
Bharucha et al., 2013; Meliani et al., 2017).

Muchas rizobacterias pueden convertir el triptéfano exudado por la raiz en auxinas
y de esta forma favorecer el crecimiento de la planta (Ambreetha et al., 2018). La
produccion bacteriana de auxinas modifica la arquitectura de la raiz, aumentando
el nimero de raices laterales y pelos absorbentes, incrementando la superficie
total de la raiz, lo que conlleva a una mayor absorcion de minerales del suelo y un
incremento en la produccion de exudados en las raices, lo que ademas favorece la
colonizacion de otras PGPR (Spaepen & Vanderleyden, 2011; Ludwig-Mduller,
2015).

F.4.2. Giberelinas

Las GAs constituyen un gran grupo de acidos diterpenos tetraciclicos presentes en
plantas, en algunos hongos y bacterias (Colebrook et al., 2014). Estas
fitohormonas juegan un rol importante en la regulacion de diversos procesos
fisiologicos en las plantas. Estos procesos incluyen la germinacion de semillas, la
movilizacion de las reservas almacenadas en el endoesperma, el crecimiento del
tallo, la floracién, el desarrollo floral y el cuajado de frutos (Gantait et al., 2015). La
estructura comun de estos reguladores diterpénicos es un esqueleto de 19-20
atomos de carbono. Ademas, existe una clara relacion entre la estructura de las
GAs y su efecto bioldgico. Las GAs pueden trasladarse de las raices a las partes
aéreas de la planta donde los efectos son notables y mas cuando las bacterias
también producen auxinas que estimulan el sistema radical, mejorando el
suministro de nutrientes, lo cual genera un incremento en el desarrollo de la parte
aérea (Jha & Saraf, 2015).

Entre las PGPR que producen GAs podemos mencionar: Azospirillum spp,
Bacillus spp, Acetobacter diazotrophicus y Herbaspirillum seropedicae (Bastian et
al., 1998; Bottini et al., 2004; Shahzad et al., 2016; Radhakrishnan & Lee, 2016).
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Incluso, bajo condiciones de estrés hidrico se ha demostrado que las GAs
producidas por Azospirillum lipoferum incrementan el desarrollo de las plantas de

maiz y contribuyen a la tolerancia al estrés (Cohen et al., 2009).

F.4.3. Citocininas

Las citocininas regulan la citocinesis en las células vegetales, esta fitohormona se
encuentra presente en raices, tallos, hojas, flores, frutos y semillas. El tipo y la
actividad de las citocininas difieren notablemente entre diferentes especies de
plantas y tejidos, en diferentes etapas de desarrollo y bajo diversas condiciones
ambientales (Akhtar et al., 2020). Su sintesis se produce principalmente en las
raices de donde se transporta a otros tejidos para controlar diversos aspectos del
desarrollo (Ha et al.,, 2012). Las citocininas cumplen un rol importante en la
fotosintesis, respiracion y en una amplia gama de procesos oxidativos que
incluyen la inhibicion de la senescencia, crecimiento celular, metabolismo de
compuestos secundarios, inhibicion de la respiracion durante la senescencia y
estimulacién de la respiracion durante el desarrollo (Giron et al., 2013). Ademas,
median las respuestas a factores extrinsecos variables, como la luz, disponibilidad
de nutrientes y agua, desempefiando un papel importante en la respuesta al estrés
biético y abidtico. Las PGPR son capaces de sintetizar citocininas en cultivos
puros en condiciones in-vitro, en el suelo y en asociacion con tejidos vegetales

donde incrementa los niveles enddgenos (Zaheer, 2019).

Las citocininas son producidas tanto por microorganismos patdégenos como
beneficiosos y se sabe que inducen resistencia en plantas contra infecciones por
patdgenos (Akhtar et al., 2020). Por lo tanto, las PGPR productoras de citocininas
promueven el crecimiento de las plantas de manera similar a la citocininas
aplicada de manera exdgena. Un nivel mas elevado de citocininas en las plantas
gue los niveles basales, aumenta la resistencia a los patdogenos, mientras que la
situacion inversa, aumenta la susceptibilidad de las plantas a las enfermedades
(Akhtar et al., 2020).
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F.4.4. Acido abscisico

El ABA es un sesquiterpenoide que contiene 15 atomos de carbono. Las plantas
sintetizan ABA mediante la via de los carotenoides utilizando como precursor al
B-caroteno. EI ABA esta implicado en la maduracion del embrion, la latencia de las
semillas, el cierre estomatico, la acumulacion de cera cuticular, la senescencia de
las hojas, la latencia de las yemas, la inhibicion del crecimiento, la division y
elongacion celular, y la induccion floral. Ademas, cumple un rol importante en las
respuestas frente al estrés ambiental como la sequia, la salinidad, el frio, el ataque
de patogenos y la radiacion ultravioleta (UV). EI ABA también es producido por

hongos fitopatdgenos y bacterias (Finkelstein, 2013; Chen et al., 2020).

Los primeros reportes de produccion de ABA por PGPR fueron realizados
mediante radioinmunoensayo (Kolb & Martin, 1985). Mas tarde la produccion de
ABA fue confirmada mediante espectrometria de masas en A. brasilense Sp 245
en medios de cultivos cultivo suplementado con NaCl (Cohen et al., 2008) y en
Arthrobacter koereensis (Piccoli et al.,, 2011). Posteriormente se confirmé el
incremento en los niveles de ABA en plantas silvestres (Col-0) y mutantes de
Arabidopsis thaliana aba 2-1, (deficientes en la sintesis de ABA), inoculadas con
A. brasilense Sp 245 confirmando su rol en la tolerancia al estrés hidrico (Cohen et
al., 2015). También se conocen otras especies de PGPR que producen ABA como
B. licheniformis Rt4M10 y P. fluorescens Rt6M10 (Salomon et al., 2014).

Ademéas, el ABA se encuentra asociado al incremento del contenido de
carbohidratos en las hojas aumentando la produccion en diferentes especies de
plantas de interés agricola como trigo, maiz, vid y algodén (Travaglia et al., 2007;
Travaglia et al., 2012; Marusig & Tombesi, 2020; Wang et al., 2022).

F.5. Produccion de la enzima ACC desaminasa

El etileno es una fitohormona que actla como un potente regulador del
crecimiento, estd implicado en una amplia gama de diferentes repuestas y

procesos en el desarrollo de la planta, afectando en bajas concentraciones los
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procesos de diferenciacion celular y la senescencia de diferentes 6rganos (Igbal et
al., 2017). En condiciones de estrés bidtico o abidtico las plantas incrementan la
produccioén de etileno, bajo la accion de esta fitohormona se detiene el proceso de
elongacion de la raiz, se acelera la senescencia de flores y la abscision de frutos
(Dubois et al., 2018). Cualquier factor que altere los niveles enddgenos de etileno

modifica el crecimiento y desarrollo de la planta (Lee & Yoon, 2018).

Para mitigar los efectos adversos producidos por el estrés y el consecuente
incremento en la biosintesis de etileno, las plantas han desarrollado diversas
estrategias entre las que se encuentra la simbiosis con las PGPR. Estas son
capaces de disminuir los niveles endégenos de etileno, por medio de la accion de
la enzima ACC desaminasa, la cual desamina al precursor del etileno, el acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (Glick et al., 1998; Bal et al., 2013). Las
PGPR ayudan a disminuir la acumulacién de niveles de etileno utilizando los
productos (a-cetobutirato y amonio) como fuente de nitrdgeno. De esta forma se
restablece un sistema de raices saludable necesario para hacer frente al estrés
ambiental (Glick et al., 1998).

F.6. Produccién de antibidticos

Las PGPR pueden actuar como microorganismos antagonistas contra
fitopatdgenos mediante la secrecion extracelular de diferentes antibidticos (Riaz et
al., 2021). Los mecanismos de accion de estos metabolitos incluyen: la inhibicién
de la sintesis de la pared celular, la desestabilizacion estructural de la membrana
celular y la inhibiciéon de la formacion del complejo de iniciacion de traduccion de
los fitopatégenos (Beneduzi et al., 2012). Ademas, muchos de estos compuestos
presentan actividad como antivirales, insecticidas y antihelminticos (Kumar et al.,
2015; Goswami et al.,, 2016; Kenawy et al., 2019). Algunos ejemplos de
rizobacterias productoras de antibidticos corresponden a P. fluorescens (Panpatte
et al., 2016), Delftia tsuruhatensis (Prasannakumar et al., 2015), Streptomyces
venezuelae (Kannan & Vincent et al., 2011) y Burkholderia sp. (Tenorio-Salgado et
al., 2013).
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F.7. Enzimas liticas

La pared celular de la mayoria de los hongos fitopatbgenos esta compuesta por
quitina (CgH1505N), un polimero de glucosa de cadena larga no ramificado. Las
cepas de PGPR pueden producir enzimas liticas extracelulares relacionadas con
la defensa, las cuales exhiben actividad hiperparasitaria atacando a los hogos
patégenos por medio de la excrecidén de quitinasas que degradan la pared celular
(Pathak et al., 2017). Dentro de las enzimas liticas mas conocidas se destacan las
quitinasas, celulasas, B-1,3, deshidrogenasa, B-glucanasa, lipasas, fosfatasas,
pectinoliasas, proteasas, exo y endopoligalacturonasas entre otras (Gupta, et al.,
2015; Odoh, 2017). Algunas bacterias del género Bacillus como B. altitudinis y B.

amyloliquefaciens son productoras de este tipo de enzimas (Sunar et al., 2015).

F.8. Resistencia sistémica inducida

La inoculacién con PGPR puede inducir en las plantas la sintesis de enzimas y
proteinas de defensa, lo que disminuye la gravedad de enfermedades causadas
por patdégenos infecciosos. Este mecanismo se conoce como “resistencia
sistémica inducida” o también denominado por sus siglas en inglés como ISR,
(induced systemic resistance) (Singh & Jha, 2016). Otros estudios sefialan que
diversas PGPR asociadas a la raiz inducen el sistema inmunolégico de la planta
principalmente a través de la ruta de sefializacion de &cido jasmonico-etileno. La
ISR por PGPR se ha reportado en una variedad de especies de plantas como en
Arabidopsis thaliana, frijol, clavel, pepino, rdbano, tabaco (Kannojia et al., 2019).
Entre los metabolitos que participan en la induccién de la ISR en la tesis nos

focalizaremos en los compuestos fendlicos.
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G. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son producto del metabolismo secundario de las
plantas. Estan caracterizados por tener al menos un anillo de benceno y poseer
uno o0 mas grupos hidroxilos. Una caracteristica béasica de los compuestos
fendlicos es su importante actividad antioxidante. Ademas, algunos compuestos
fendlicos pueden tener otras propiedades adicionales como producir cierto efecto
inmunologico, poseer efectos antiinflamatorios y presentar actividad

antimicrobiana, etc. (Mahfuz et al., 2021).

El &cido shikimico y algunos productos de las vias glicoliticas son los precursores
de la sintesis de metabolitos secundarios incluidos los compuestos fendlicos,
como se muestra en la Figura 1.5. (Ghosh et al., 2012). Los factores del desarrollo
alteran el inicio y la diferenciacion de las partes de la planta responsables de la
sintesis y el almacenamiento de los metabolitos secundarios. Por otro lado, varios
factores extrinsecos también regulan estos procesos. Algunos autores han
observado que los entornos fluctuantes modifican la expresion de los genes
responsables de la biosintesis de metabolitos secundarios, lo cual modifica el tipo
y la concentracion de estos compuestos (Sanchita et al., 2018, Balestrini et al.,
2021, Singh et al., 2021). Segun la via de sintesis, hay hasta 100000 metabolitos
secundarios presentes en las diferentes especies de plantas. Estos metabolitos se
pueden clasificar en tres grandes categorias, como son: terpenos, compuestos
nitrogenados y compuestos fendlicos (Balestrini et al., 2021).
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Figura 1.5. Esquema de las principales vias de sintesis de los compuestos fendlicos, donde se

resalta el precursor: acido shikimico. Tomado y modificado de Al Mamari, 2021.

Los mas de 8000 compuestos fendlicos que existen en la naturaleza pueden
clasificarse en 4 clases diferentes, de acuerdo a su estructura quimica basica,
como se muestra en la Figura 1.6. En la misma puede verse que acidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos y lignanos representan las principales familias de
compuestos fendlicos, muchos de los cuales en la naturaleza se encuentran
asociados con mono o polisacéaridos (glicosilados) o derivados funcionales como
ésteres o metil ésteres (Salas, 2010). El nimero de compuestos dentro de cada

clase puede ser muy variado dependiendo del tejido vegetal.
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Figura 1.6. Clasificacion de los compuestos fendlicos donde podemos apreciar las cuatro familias

maés importantes y sus derivados.

Los compuestos fendlicos tienen un rol clave como compuestos de defensa bajo
condiciones de estrés ambiental, como luz inadecuada (exceso o defecto), estrés
salino o por metales pesados, bajas temperaturas, pH desfavorable, infeccién de
patdgenos, herbivoros y la deficiencia de nutrientes, que pueden inducir una

mayor produccion de especies oxidativas en plantas (Lattanzio, 2013).

Con respecto a las funciones que cumplen las diferentes clases de compuestos
fendlicos puede mencionarse que, por ejemplo, los acidos fendlicos tienen
funciones estructurales como componentes de la pared celular, mejorar la
absorcién de nutrientes, facilitar la germinacion de semillas bajo estrés abidtico,
como moléculas sefiales en las respuestas de defensa sistémica de las plantas y
de mediacion en la seleccion de poblaciones microbianas beneficiosas en la

rizésfera (Rivas-San Vicente & Plasencia, 2011; Cheynier et al., 2013).

Los alcoholes fendlicos se consideran una familia importante de compuestos

fendlicos por su alto potencial antioxidante. Entre los alcoholes fendlicos mas
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conocidos se encuentran el hidroxitirosol y el tirosol (EI Monfalouti et al., 2012). El
tirosol presenta actividad antifangica contra diferentes fitopatogenos. Ademas, el
poder antioxidante de este compuesto protege a las semillas de la oxidacién y
mejora la germinacion; no obstante, la aplicacion exogena de tirosol en plantulas
puede limitar el desarrollo cuando se utiliza en altas concentraciones (Macedo et
al., 2018; Silva et al., 2021).

Dentro del grupo de los flavonoides puede destacarse su participacion en los
mecanismos de defensas, en los cuales tienen un rol muy importante en el
transporte de auxinas y su oxidacion mediada por peroxidasas (Agati et al., 2012).
Los flavonoides también son los responsables del color de algunas flores que a su
vez puede constituir un mecanismo de defensa contra insectos, ayudan en la
germinacion de semillas, crecimiento y desarrollo de plantulas y acttan como filtro

UV, otorgan resistencia a heladas, etc. (Samanta et al., 2011).

Mas de 1000 estilbenoides se han caracterizado estructuralmente en el reino
vegetal (Pawlus et al., 2012). Los estilbenoides, han demostrado ejercer una
accion protectora contra diversos estreses bibticos y abibticos a los que estan
sometidas las plantas, por ejemplo, estrés oxidativo (Hammerbacher et al., 2011;
Castellano et al., 2014).

G.1. Rol de los compuestos fendlicos en la interaccion rizobacterias-

planta

Los compuestos fendlicos tienen funciones claves como agentes de sefializacion
entre los microorganismos del suelo y las raices de las plantas (Lattanzio, 2013).
Las PGPR pueden incrementar los niveles de compuestos fendlicos en las plantas
(Del Rosario Cappellari et al., 2017). En situaciones de estrés biotico o abidtico la
inoculaciéon con PGPR puede modular la expresion de compuestos fendlicos en la
planta favoreciendo su desarrollo en condiciones adversas. Los compuestos

fendlicos confieren resistencia directa a las plantas que han sido atacadas por
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patdgenos 0 que se encuentran bajo condiciones ambientales limitantes

(Annapurna et al., 2013; Kannojia et al., 2019).

Las vias de sintesis de los flavonoides son fuertemente inducibles y son
especialmente sensibles a los estimulos bidticos, incluidos hongos y bacterias
(Capanoglu, 2010; Garcia-Seco et al., 2015). Los estimulos bidticos incluyen a las
PGPR, algunas de las cuales son capaces de inducir el metabolismo secundario
de las plantas utilizando inductores quimicos (Garcia-Seco et al., 2015). Las
PGPR pueden provocar alteraciones en las actividades de los exudados de las
raices, particularmente en el perfil de los flavonoides, como se ha visto en cepas
de Azospirillum (Walker et al., 2012; Verma et al., 2018).

Hay dos mecanismos principales que regulan la secrecion de flavonoides por las
raices. El primero es el mecanismo pasivo, el cual basicamente surge por la
necesidad de renovacion de la raiz, debido al dafio y/o descomposicion de las
células del borde de la raiz. El segundo es el mecanismo activo; el cual se basa en
la exudacién de flavonoides por las raices, para lo cual las células de la raiz
utilizan un transportador dependiente de ATP que funciona en la secrecion de
flavonoides hacia la rizosfera. Aunque los genes candidatos implicados en la
secrecion de flavonoides y otras familias de compuestos fendlicos han sido
identificados, los transportadores responsables de la exudacion de flavonoides

hacia la rizosfera aiin no se han determinado ( Korenblum et al., 2022).

Los compuestos fendlicos exudados por las raices son importantes para regular la
produccién de compuestos antifungicos y de biocontrol producidos por PGPR.
Ademas, PGPR como Pseudomonas y Bacillus utilizan flavonoides como fuentes

de carbono.

H. La salinizacién de los suelos

La presencia de sales en los suelos afecta el desarrollo y la productividad de los

cultivos en todo el mundo, ocasionando cuantiosas pérdidas econdémicas. El
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proceso de salinizacion puede ocurrir de forma natural y se origina por la
acumulacion en el suelo de sales solubles. Sin embargo, las malas practicas
agricolas como la ausencia de drenajes que permitan disminuir las sales

acumuladas, contribuyen a la expansion de las areas salinizadas.

Aproximadamente un 19,5% de los suelos con malas practicas de irrigacion se
encuentran salinizados (Shahid et al., 2018). En la Figura 1.7 se muestran los
factores que mas contribuyen en la salinizacion de los suelos. Algunas zonas en
las que la salinidad obedece a causa naturales el problema se vé agravado por el

uso irracional de fertilizantes y la irrigacion con agua salada.

( Fastores Factores D
naturales antropogénicos /
|l !
Baja precipitacion + Imgacion con agua salada
Evotranspiracion del agua «  Agricultura
Erosion de rocas minerales *  Uso de fertilizantes
El agua del mar *  Mineria

Humedad, temperatura y luz

Incremento del contenido de sales

(Suelos y cuerpos de agua)

Salinvdad y sodicidad I l Disminucionen el crecimiento y rendimiento de

(toxicidad por Na* y CI') les cultvos

Figura 1.7. Factores que contribuyen a la contaminacién de los suelos a nivel mundial. Tomado y
modificado de Quintal, 2015.

H.1. Suelos salinos de Argentina

En Argentina existe una gran superficie de suelos afectadas por problemas de
salinidad especialmente en las zonas consideradas aridas y semiaridas, ubicadas
hacia el oste del territorio. Taleisnik & Lépez, (2011) aseguran que Argentina es el
tercer pais a nivel mundial con mayor cantidad de hectareas salinizadas. En un

trabajo realizado por el INTA y FAUBA, indican que alrededor de un 25 % de las
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zonas destinadas a la agricultura de regadio completo (vifiedos, cultios de frutas y
hortalizas), se encuentran en suelos afectados por la salinidad antropogénica
(FAO and ITPS, 2015; Tozzi et al., 2017). La mayor proporcion del suelo afectado
por la salinidad se debe al ascenso capilar de sales desde el agua subterranea. A
una profundidad de 0-30 cm hay 770403 km? de suelos sédicos o salinos-sédicos
(27,6% de la superficie del pais) y de 30-100 cm hay 1.066.389 km?(38,2%) (INTA
2021). En la Tabla 1.2 se muestra el area afectada por la salinidad en cada
provincia de Argentina. Como puede observarse, en Mendoza se concentra la
mayor superficie de suelos afectados por problemas de salinidad, asi como
también la mayor superficie de suelos con sistema de irrigacion, los cuales pueden
verse seriamente afectados por las sales si se presentan deficiencias en los

sistemas de drenaje.
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Tabla 1.2. Areas salinizadas de Argentina. Tomado de Sanchez et al., (2015).

Superficie

ovincia Regada(he) o6 ACOSROop Aeclidapordcheencin o
Jujuy 90514 59 11500 2,0 10000 (CI) 1,8
Salta 129000 8,4 57791 10,0 17584 (ID) 3,2
Tucuman 140734 9,1 60393 10,3 51941 (Cl) 9,4
S. del Estero 54273 3,5 33370 57 33370 (ID)’ 6,0
Catamarca 26884 1,7 1517 0,3 (ID) o (ID) -
Cérdoba 55863 3,6 3747 0,6 (sh) -
San Luis 8797 0,6 2436 0,4 2250(ID) 0,4
La Rioja 13456 0,9 1200 0,2 700 (CI) 0,1
Mendoza 443523 28,8 255940 438 255310 (ID) 46,0
San Juan 96133 6,2 76566 13,1 55000 9,9
Chubut 26404 1,7 12646 2,2 20969 (ID) 3,8
Santa Cruz 2000 0,1 (sh - (sh) -
La Pampa 3964 0,3 1982 0,3 2500 (ID) 0,5
Neuquén 14527 0,9 3938 0,7 4367 (ID) 0,8
Rio Negro 117106 7.6 46423 7.9 52975 (ID) 9,5
Buenos Aires 176500 11,6 12500 2,1 43750 7,9
Entre Rios 56800 3,7 - - (sh) -
Corrientes 52310 3,4 - - - -
Santa Fe 20500 1,3 1600 0,3 4000 0,7
Chaco 4700 0,3 500 0,1 (sh -
Formosa 5200 0,4 - - - -

TOTALES 1539188 100 584049 100 554716 100

"Grado de salinidad variable; ~“Profundidad freatica menor de 2 m; (SI): sin informacién; (Cl): Carece de

infraestructura; (ID): Infraestructura deficiente.

H.2. El estrés salino y su efecto en las plantas

La salinidad es un estrés importante para los cultivos a nivel mundial, afectando
alrededor de 45 millones de ha de suelos de regadio, reduciendo
considerablemente el potencial productivo de las plantas y la calidad de las
cosechas (Machado et al., 2017). Las sales capaces de inducir la salinidad son:
NaCl, Na,SO4, MgS0O,4, CaSO4, MgCl,, KCI y Na,COg, siendo el NaCl la sal mas
frecuente en los suelos con problemas de salinidad (Pérez-Labrada et al., 2019).
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La salinidad induce tres tipos de estrés en las plantas: osmotico, idnico y oxidativo,

como se puede apreciar en la Figura 1.8.
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Figura 1.8. Componentes principales del estrés salino y sus efectos en las plantas.

H.2.1. Estrés osmatico

La salinidad disminuye el potencial hidrico de la solucién del suelo, esto provoca
una disminucién de la absorcién de agua por parte de las plantas, dando lugar a
una disminucion de la turgencia celular, lo que ocasiona una reduccion de la
elongacion de raices y hojas (Mufioz-Mayor et al., 2012; Christou et al., 2013). Un
mecanismo de tolerancia al estrés osmoético es la acumulacion de solutos

compatibles que veremos en la seccion H.3.

H.2.2. Estrés idnico

La toxicidad i6nica ocurre por un incremento desproporcionado de las
concentraciones de sales al interior de la célula lo que origina una interrupcion de
diversos procesos celulares incluido el metabolismo. Los iones de sodio en las

raices inhiben la absorcion de potasio, el cual es un importante macronutriente
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implicado en el proceso de apertura estomatica y se estima que regula alrededor
de 50 reacciones enziméticas en las plantas (Roy et al., 2014; Safdar et al., 2019).
Mientras que las altas concentraciones de cloruro inhiben la absorcién de nitratos,
disminuyen la fotosintesis y ocasionan quemaduras en las hojas (Isayenkov &
Maathuis et al., 2019; De Mello Prado, 2021).

H.2.3. Estrés oxidativo

Las plantas bajo condiciones de salinidad experimentan una serie de cambios
quimicos Yy fisiolégicos dentro de los cuales uno de los mas importantes es el
estrés oxidativo caracterizado por la sobreproduccion y acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO). Las ERO mas reconocidas en las plantas por su
accion dafiina sobre lipidos, proteinas y acidos nucleicos son: el anién superoxido
(O2), el peroxido de hidrogeno (H20,), el radical hidroxilo (OH) y el oxigeno
singlete (*O,). La produccién de ERO se concentra principalmente en los
cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas (Hossain & Dietz, 2016; Zhang et al.,
2016). Las ERO catalizan los eventos de sefalizacion del cation calcio e
incrementan la fuga de iones potasio desencadenando los eventos de muerte

celular programada (Demidchik, 2015).

H.3. Acumulacién de solutos compatibles

Bajo las condiciones de estrés salino las plantas inducen importantes cambios
fisiol6gicos, anatdmicos y bioquimicos. Uno de los cambios mas importantes es la
acumulacion de compuesto de bajo peso molecular denominados solutos
compatibles como la prolina, betaina, polioles y azlcares solubles, los cuales
permiten mantener el equilibrio osmatico a nivel celular. De igual forma, los solutos
compatibles estabilizan el funcionamiento del fotosistema Il, protegen a nivel
estructural a las enzimas y proteinas, mantienen la integridad de la membrana,
ayudan a eliminar las ERO y reducen la perdida de K* (Mohammadkhani et al.,
2014; Neelapu et al., 2015).
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En las plantas bajo estrés salino la prolina actia como un osmoprotector aliviando
los efectos deletéreos del estrés oxidativo y osmético. La salinidad induce la
acumulacion de prolina en el citosol desde donde regula el potencial redox celular,

garantizando la estabilidad estructural del plasmalema.

Una consecuencia del estrés oxidativo es la peroxidacion de lipidos donde se
produce el deterioro oxidativo de los lipidos poliinsaturados. La oxidacion de los
lipidos de la membrana expuestos a los radicales superéxidos, da como producto
el malondialdehido (MDA), considerado un producto citotoxico y un indicador de la
produccion de radicales libres que conllevan al dafio tisular (Shahnaz et al., 2011;
Li et al., 2013).

H.4. Rol de las PGPR en la tolerancia de las plantas a la salinidad

Las PGPR mitigan el efecto adverso del estrés salino por medio de varios
mecanismos. Entre los mas estudiados podemos mencionar: 1) la reduccion de los
niveles de etileno por medio de la produccion de la enzima 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) o ACC desaminasa (descripta previamente); 2) disminuir los
niveles de ERO por medio de la produccion de enzimas antioxidantes como SOD,
POX y CAT; 3) incrementando la produccion de solutos compatibles como prolina,
glutamato y trehalosa; 4) aumentando la produccion de AlA y de otros reguladores
del crecimiento como GAs y ABA; 4) activacion de los mecanismos directos e

indirectos asociados con la promocién del crecimiento (Arora et al., 2012).

La tolerancia a la salinidad mediada por PGPR es un proceso complejo e implica
la modulacién de la sefalizacion de ABA, el cual esta implicado en el alivio del
estrés osmoético inducido por las sales, debido a que promueve el cierre de
estomas para minimizar la pérdida de agua, ademas media la activacion de genes
gue aumentan la tolerancia al estrés salino (Kang et al., 2014; Bharti et al., 2016).
También incrementan el contenido de compuestos fendlicos, los cuales
desempeiian un papel importante en la proteccion contra las ERO debido a su
potente actividad antioxidante. El incremento en el contenido de compuestos
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fendlicos esta directamente relacionado con la intensidad del estrés salino, el tipo
de sal aplicada y la cepa PGPR inoculada (Ayuso-Calles et al., 2020). También los
glucésidos de quercetina juegan un rol importante en la eliminacion de radicales

hidroxilos formados en el citosol en plantas bajo salinidad (Ismail et al., 2015).
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II. HIPOTESIS

Los antecedentes detallados anteriormente permiten plantear las siguientes

hipotesis:

1. La inoculacion con las PGPR acelera la germinacion, el crecimiento, la
acumulacion de biomasa y modifica el perfil de compuestos fendlicos en plantulas

de pimiento.

2. La inoculacion con las PGPR incrementa el crecimiento y el desarrollo de los

plantines de pimiento disminuyendo el uso de fertilizantes quimicos.

3. La inoculacién con PGPR incrementa el crecimiento y desarrollo de la planta de

manera similar al efecto de los fertilizantes quimicos.

4. Las PGPR promueven la tolerancia de plantas de pimiento sometidas a estrés

salino por NaCl y NA,;SO,.

5. La inoculacion con PGPR promueve el crecimiento, desarrollo y la produccién

de plantas de pimiento cultivadas a campo.
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[ll. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL: Evaluar el efecto de las bacterias promotoras del
crecimiento sobre plantines y la produccién en plantas de pimiento (Capsicum

annuum cv. Calafyuco INTA) para industria en Mendoza.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Evaluar in vitro el efecto de la inoculacion con PGPR en la germinacion,
promocién del crecimiento y perfil de compuestos fendlicos de plantulas de

pimiento Calahorra (cv. Calafyuco INTA).

2. Evaluar durante el crecimiento de plantines de pimiento Calahorra (cv.
Calafyuco INTA) los cambios en la morfologia, el contenido de nitrégeno Yy los
cambios en el perfil de compuestos fendlicos producidos por la inoculacion de
cuatro cepas PGPR nativas para seleccionar las cepas mas efectivas comparadas

con un fertilizante comercial.

3. Estudiar en plantas de pimiento Calahorra (cv. Calafyuco INTA) inoculadas con
PGPR los cambios morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos y compararlas con

plantas fertilizadas y sin fertilizar.

4. Evaluar bajo condiciones de estrés salino el crecimiento, los cambios

bioquimicos, fisiolégicos y en el perfil de compuestos fendlicos de las plantas de

Tesis Doctoral Miguel Andrés Lobato-Ureche Pagina 51



pimiento Calahorra (cv. Calafyuco INTA) inoculadas con las cepas de PGPR mas

promisorias.

5. Evaluar en plantas de pimiento Calahorra (cv. Calafyuco INTA) cultivadas en
condiciones de campo los cambios morfoldgicos, fisiolégicos, bioquimicos, del
perfil de compuestos fendlicos y del componente rendimiento producidos por la

inoculacién con dos cepas PGPR nativas 42P4 y 60I1.
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CAPITULO 2: Evaluacién in vitro del efecto de las PGPR en la germinacion,
promocion del crecimiento y perfil de compuestos fendlicos de semillas de

pimiento Calahorra (cv. Calafyuco INTA)

I. Introduccién

Las semillas de la mayor parte de las plantas, una vez que alcanzan la madurez
fisiol6égica, entran en un periodo de latencia que provoca un retraso de la
germinacion, que puede durar desde unos meses hasta varios afios. La
germinacioén solo ocurre cuando las condiciones ambientales favorables facilitan la
reactivacion del metabolismo celular (Graeber et al., 2012). En la produccién
agricola, la transicion de la latencia a la germinacién de la semilla es un paso
esencial, dado que una buena germinacion de la semilla determina las condiciones
para el posterior establecimiento de las plantas en campo, lo que garantiza un
optimo desarrollo del cultivo (Shu et al., 2016).

La germinacion y emergencia de las semillas de pimiento es lenta y no uniforme
(Samarah et al., 2016). En la germinacién de la semilla después de la emergencia
de la radicula, durante la fase de crecimiento, las plantulas pueden resultar
dafiadas por contaminacion microbiana, estrés ambiental o falta de nutrientes.
Esto hace necesario desarrollar un mecanismo de defensa a través de la sintesis
de metabolitos secundarios, incluidos los compuestos fendlicos (Duenas et al.,
2009; Lopez-Martinez et al., 2009).

Durante la germinacion de las semillas, la sintesis de compuestos fendlicos puede
ocurrir a traveés de las vias oxidativas de pentosa fosfato, glucolitica y shikimato, y
el aminoacido aromatico se puede convertir en acido fendlico en el citosol (Sharma
et al., 2016). Posteriormente, los &cidos fendlicos pueden ser convertidos en
flavonoides, estilbenos y derivados cumarinicos. Los compuestos fendlicos se

pueden unir con polisacaridos, proteinas y lipidos, después de eso, son

Tesis Doctoral Miguel Andrés Lobato-Ureche Pagina 53



almacenados en la pared celular o en las vacuolas (Shahidi & Yeo, 2016). Estas
macromoléculas son hidrolizadas por enzimas que liberan compuestos fendlicos
de su forma ligada (Paucar-Menacho et al., 2017). Luego, los compuestos
fendlicos se utilizan para eliminar los radicales libres o actian como intermediarios

de compuestos sefales (Xu et al., 2019).

Las concentraciones de compuestos fendlicos son modificadas por el ambiente en
el cual se produce la germinacién y de acuerdo al genotipo de la semilla (Xu et al.,
2019). Ademas, los compuestos fendlicos también son componentes importantes
de la raiz de la planta, debido a que son exudados para regular el microbioma del
suelo. Los exudados de las raices cumplen un rol importante en la interaccion que
se presenta en la rizésfera, entre las raices de las plantas y los microorganismos
(Zhalnina et al., 2018).

Generalmente los compuestos fendlicos aumentan en condiciones de estrés
promoviendo el sistema de defensa de la planta, estimulando la resistencia
sistémica inducida (RSI), de igual forma, los compuestos fendlicos pueden repeler
microorganismos patégenos debido a su accibn como agentes protectores o
inhibidores. Sin embargo, estos compuestos también se liberan por las raices,
donde actian como metabolitos intermediarios 0 moléculas de sefalizacion para

atraer microorganismos benéficos.

En otras situaciones, la concentracibn de compuestos fendlicos se incrementa
posteriormente a la inoculacién con microorganismos benéficos, pero no como una
sefial de estrés, sino como una sefial de aumento de resistencia y mejora del
microbioma (Singh et al., 2014). El microbioma del suelo es un consorcio de
distintos tipos de microorganismos, que incluyen a las PGPR. Estas son definidas
generalmente como bacterias colonizadoras de la rizésfera que estimulan el
crecimiento de las plantas y/o suprimen los patdgenos del suelo (Kloepper et al.,
1991; Bhat et al., 2020; Li et al., 2020).

Las semillas de pimiento tienen cantidades significativas de compuestos fendlicos
unidos a diferentes tipos de azucares (Ornelas-Paz et al., 2010). Existe escasa

informacion sobre la sefializacion quimica que se produce durante la colonizacion
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de las raices de las plantas de pimiento por las PGPR. Especificamente, el efecto
de las PGPR durante la germinacion de semillas y su cambio en el perfil de
compuestos fendlico ha sido poco estudiado. Por lo tanto, comprender el papel de
los compuestos fendlicos en la germinacion de semillas de pimiento inoculadas
con rizobacterias nos brindara informacién importante sobre la aplicacion practica
de PGPR en la produccién agricola. Con este conocimiento se pueden desarrollar
bioformulaciones basadas en compuestos fendlicos especificos que faciliten el
éxito en el proceso de colonizacion de las raices por las PGPR y la consecuente

estimulacién del desarrollo de las plantas.

En estudios previos se seleccionaron PGPR aisladas de la rizosfera y raices de
plantas de tomate de parcelas productivas situadas en la provincia de Mendoza,
Argentina. Estas PGPR nativas se seleccionaron considerando su efectividad para
fijar nitrégeno, solubilizar fosfato, producir sideréforos y 4cido indol acético (Pérez-
Rodriguez et al., 2020). La inoculacion con PGPR nativas en zonas semiaridas,
facilita la colonizacion exitosa de la raiz debido a que estos microorganismos se
encuentran adaptados a las condiciones ambientales de la zona, asi al momento
de llegar al campo se optimiza la interaccion planta-PGPR (Pérez-Rodriguez et al.,
2020).

En esta tesis evaluamos el impacto de las cepas nativas Enterobacter 64S1,
Pseudomonas 42P4, Cellulosimicrobium 60I1 y Ochrobactrum 53F en la
germinacion de semillas y el cambio en los perfiles de compuestos fendlicos en
plantulas de pimiento. Nuestra hipdtesis es que la inoculacidon con estas cepas
producen cambios en el perfil de compuestos fendlicos relacionados con RSI y

potencian el proceso de germinacion.
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II. Objetivo especifico

1. Evaluar in vitro el efecto de la inoculacion con PGPR en la germinacion,
promocioén del crecimiento y perfil de compuestos fendlicos de plantulas de

pimiento Calahorra (cv. Calafyuco INTA).

[ll. HipoGtesis

1. La inoculacion con PGPR acelera la germinacion, el crecimiento, la
acumulacion de biomasa y modifica el perfil de compuestos fendlicos en plantulas
de pimiento.

IV. Materiales y métodos

A. Material vegetal: se emplearon semillas de Capsicum annuum cv. Calafyuco
INTA gentilmente suministradas por el Dr. Claudio Galmarini (Instituto Nacional de

Tecnologia Agropecuaria, INTA-La Consulta).

B. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal: las bacterias utilizadas
son provenientes del cepario del Laboratorio de Microbiologia y Fisiologia
Agricola, Instituto de Biologia Agricola de Mendoza (IBAM). Se utilizaron las cepas
PGPR Cellulosimicrobium 60I1 (6011), Ochrobactrum 53F (53F), Enterobacter
64S1 (64S1) y Pseudomonas 42P4 (42P4) aisladas de la rizosfera y raices de
plantas de tomate de parcelas productivas de Mendoza-Argentina (Pérez-
Rodriguez et al., 2020). El preinéculo se preparo haciendo crecer las cepas 60I1,
53F, 64S1, 42P4 y Azospirilum brasilense Az39 (Az39, cepa de referencia
utilizada como bioinoculante en Argentina), en medio rico LB (Luria Broth, Sigma

Chem. Co.). Cada cultivo crecié6 durante 24-48 h a 28°C hasta alcanzar una
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DOs40=1.2. Para preparar el inoculo se hicieron crecer 500 pL de preinoculo en 50
mL de LB durante 24 h a 28°C.

C. Germinacién de las semillas: las semillas se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 20% por 1 min y posteriormente se lavaron 3 veces con agua destilada
estéril para eliminar los restos de desinfectante. Las semillas se sembraron en

cajas de Petri estériles que contenian una mezcla de agar-agua al 2%.

D. Disefio experimental: se establecié un disefio completamente aleatorizado de
6 tratamientos, con tres repeticiones de 10 semillas cada uno. Cada semilla se
inoculé con 10 pL de la cepa correspondiente (1x10® UFC ml™). Los tratamientos

fueron:

T1. Semillas inoculadas con 42P4.
T2. Semillas inoculadas con 60I11.
T3. Semillas inoculadas con 64S1.
T4. Semillas inoculadas con 53F.
T5. Semillas inoculadas con Az39.

T6. Semillas sin inocular (Control).

Las semillas germinaron en una camara de crecimiento a 24+1°C en condiciones
de oscuridad. En este experimento se siguieron los criterios de germinacion y
evaluacion de semillas propuestos por la International Testing Association (ISTA,
2004).

Se registrd el niumero de semillas germinadas diariamente. Cada 12 h se tomaron
fotografias utilizando el software Micrometrics SE premium con una camara digital
(Nikon SMZzZ800) en la lupa. La longitud y el didmetro de la radicula se
determinaron con el software Image Pro Plus. El indice de vigor se calculo
multiplicando el porcentaje de germinacion por la longitud de la plantula (Abdul &
Anderson, 1973).

E. Confrontacién de bacterias in-vitro: el ensayo consistio en enfrentar dos

bacterias diferentes en una misma placa de medio LB para evaluar el posible
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antagonismo entre las mismas. Se sembraron 5 puL de cada bacteria (cultivo en
fase exponencial) a 20 mm del extremo de la placa y a la misma distancia la otra
cepa en direccidn opuesta. Las placas se incubaron en estufa a 28°C y se registré

el tamafo de la colonia a las 72 horas.

F. Extraccion de compuestos fendlicos libres y ligados: los compuestos
fendlicos se extrajeron de acuerdo con el procedimiento previamente reportado
por Kim y colaboradores (Kim et al., 2018). El procedimiento se puede describir
brevemente de la siguiente manera: para compuestos fendlicos libres, se peso 1 g
de semillas y plantulas previamente liofilizado. Posteriormente se mezclé en un
tubo de centrifuga con 10 mL de etanol frio. Luego, el tubo se colocé en un bafio
ultrasénico con hielo durante 10 min y se centrifugd por 10 min (2500 g), el
sobrenadante obtenido se evaporé en un rotavapor a 40°C. El residuo se
redisolvié en 1 mL de solucién acuosa al 0,1% (v/v) de acido férmico. Para extraer
los compuestos fendlicos ligados se afiadieron 2 mL de hidroxido de potasio 6 M al
sedimento obtenido en la extraccion de compuestos fendlicos libres y se colocé en
un bafio ultrasonico durante 1 h a temperatura ambiente. Luego, se centrifugd por
10 min a 2500 g y al sobrenadante obtenido se lo evapord en un rotavapor a 40°C,

redisolviéndolo con 2 mL de acetato de etilo.

G. Andlisis de compuestos fendlicos: los extractos obtenidos como se detallé
en el punto F, libres y ligados, se analizaron mediante cromatografia liquida de
alta resolucion con el sistema Dionex UltiMate 3000 (California, EEUU), equipado
con un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). Se utilizé una columna Kinetex
C18 de fase reversa (3,0 x 100 mm, 2,6 um) Phenomenex (Torrance, CA, EEUU)
a 35°C. Las fases moviles fueron agua ultrapura con acido férmico al 0,1% (v/v)
(fase A) y acetonitrilo (fase B). La separacién de analitos se realizé usando el
siguiente gradiente: 0-1,7 min, 5% de B; 1,7-10 min, 30% de B; 10-13,5 min, 95%
de B; 13,5-15 min, 95% de B; 15-16 min, 5% de B; 16-19, 5% B. El caudal se fij6
constante en 0,8 mL min™ durante todo el proceso, y el volumen de inyeccién fue
de 5 pL. La identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos bajo estudio

presentes en los extractos se baso6 en la comparacion de los tiempos de retencion
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(tr) y el valor maximo de absorbancia de los picos detectados en las muestras de
interés con los obtenidos mediante la inyeccion de estandares puros. Las
longitudes de onda de trabajo para las diferentes familias de analitos fueron 254
nm, 280 nm, 320 nm y 370 nm. Se utilizd el software Chromeleon 7.1 para
controlar todos los parametros de adquisicion del sistema HPLC-DAD y también

para procesar los datos obtenidos.

H. Andlisis estadistico: los datos se procesaron mediante andlisis de varianza
seguido por un test de Duncan. Para las medidas repetidas en el tiempo se ajusto
un modelo lineal mixto. EI modelo incluyo efectos fijos de tratamiento, tiempo y sus
interacciones. Como efecto aleatorio se incluyé la unidad experimental. El analisis
de la varianza indico diferencias significativas entre tratamientos e interaccion
tratamiento-tiempo P-value < 0,0001. Se utiliz6 el software estadistico InfoStat
(InfoStat version 2018v. Grupo InfoStat, Argentina).
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V. Resultados y discusion

A. Efecto de lainoculacién sobre la germinacion de las semillas

La inoculacion mejoré significativamente la germinacién y el vigor de las semillas
de pimiento. Sin embargo, el incremento fue diferente con cada cepa bacteriana.
Todas las rizobacterias aumentaron la germinacion de las semillas hasta un 20%
con respecto al Control (ver Figura 2.1). EI mayor aumento del indice de vigor se
observo con las cepas 42P4 y 6011, que registraron un indice vigor de 810 y 719,

respectivamente, mientras que en el Control, el indice de vigor fue de 400.

P<0.0001
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Figura 2.1. Efectos de las inoculaciones con rizobacterias sobre el porcentaje de germinacion de
semillas de pimiento y el indice de vigor a los 15 dias posteriores a la germinacion en condiciones
in vitro. Las letras mindsculas corresponden al analisis estadistico del indice de vigor. Las letras
mayulsculas corresponden al andlisis estadistico del porcentaje de germinacién (%). Letras
diferentes indican diferencias significativas. Tratamientos: 6011: Cellulosimicrobium 6011; 53F:
Ochrobactrum 53F; 64S1: Enterobacter 64S1; 42P4: Pseudomonas 42P4; Az39: Azospirillum

brasilense Az39 y Control (sin bacterias).

Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con los informados por
otros autores. Se han reportado mejoras similares en el indice de vigor y en la
longitud de la radicula en semillas de maiz inoculadas con cepas de
Pseudomonas spp. y Bacillus spp. (Kifle & Laing, 2016); en espinaca y trigo donde
la inoculacion con PGPR aumento la longitud de las plantulas y de las raices junto
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con el indice de vigor durante el periodo de germinaciéon (Chowdhury & Sengpta,
2016; Prasad et al., 2017). Este efecto positivo de las PGPR en la germinacién de
semillas, en parte podria estar vinculado con la capacidad bacteriana de producir o
modificar las hormonas vegetales, incluidas las GAs, que desempefian un papel

clave en la germinacion (Amogou et al., 2018).

B. Efecto de la inoculacién con PGPR sobre el crecimiento de plantulas de

pimiento

El efecto de la inoculacion sobre el crecimiento de las plantulas se estudié en
cajas de Petri estériles. La inoculacion de las semillas de pimiento con las
diferentes cepas bacterianas en estudio increment6 la longitud de las plantulas.
Ademas, la cinética de crecimiento de las plantulas fue diferente para los distintos
tratamientos. A los 12 dias después de la germinacion la cepa 42P4, 60I1, 53F,
Az39 y 64S1 se diferenciaron del Control. Los mayores incrementos los
presentaron las cepas 42P4 y 60I1 a las 248 horas después de la inoculacién,
como puede observarse en la Figura 2.2. Ademas, la cepa 60I1 aceleré 72 h el
inicio de la germinacion, mientras que la cepa 42P4 36 h. El efecto benéfico de las
PGPR sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas ha sido demostrado en
numerosas ocasiones en condiciones de crecimiento controladas en una amplia
gama de especies de hortalizas como tomate, cebolla, lechuga y zanahoria
(Moustaine et al., 2017; Turk et al., 2017; Stamenov et al., 2018).

Tesis Doctoral Miguel Andrés Lobato-Ureche Pagina 61



mm raiz*

v T T T T T T T T T
120 144 168 192 116 140 164 188 212 236 260 284

h

Figura 2.2. Tasa de crecimiento de las plantulas de pimiento (longitud). Tratamientos 60I1:
Cellulosimicrobium 60I11; 53F: Ochrobactrum 53F; 64S1: Enterobacter 64S1; 42P4: Pseudomonas
42P4; Az39: Azospirillum brasilense Az39 y control (sin bacterias). ara el analisis se utilizé un
modelo lineal mixto. El modelo incluy6 efectos fijos de tratamiento, tiempo y sus interacciones. La
unidad experimental se incluyé6 como efecto aleatorio. Letras diferentes indican diferencias

significativas

En el estudio de inoculacion de las semillas de pimiento con cepas bacterianas se
observé un aumento en la longitud y didmetro de la radicula. Como puede verse
en las Figuras 2.3 y 2.4 los mayores incrementos se observaron en los
tratamientos con 42P4, 6011, 53F y Az39. Las cepas 6011 y 42P4 fueron las mas
efectivas para aumentar la longitud de la radicula (152% y 164%,
respectivamente) y el didmetro (150% y 144%, respectivamente). La cepa 64S1
mostré un comportamiento similar al Control. Varios estudios han observado que
la influencia de las PGPR en ocasiones es especifica de un cultivo o nicho, o sus
beneficios son limitados debido a la variabilidad climéatica (Rana et al., 2011). En
esta investigacion nuestro objetivo se centré en seleccionar in vitro las cepas con
mayor capacidad de promover la germinacion y el crecimiento de semillas de
pimiento. Es posible que la cepa 64S1 muestre un mayor potencial como PGPR
en otra especie vegetal (como en tomate) bajo otras condiciones de cultivo (Pérez-
Rodriguez et al., 2020).
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Figura 2.3: Diametro longitud de la radicula de plantulas de pimiento 284 h después de la
inoculacién. Las letras minUsculas corresponden al analisis estadistico del diametro. Las letras
mayusculas corresponden al andlisis estadistico de la longitud. Letras diferentes indican
diferencias significativas. Tratamientos: 60I1: Cellulosimicrobium 6011; 53F: Ochrobactrum 53F;
Az39: Azospirillum brasilense Az39; 42P4: Pseudomonas 42P4; 64S1: Enterobacter 64S1 y Control

(sin bacteria).

Figura 2.4: Radicula de las semillas de pimiento 284 h después de la inoculaciéon con a) 60I1:
Celulosimicrobium 6011; b) 53F: Ochrobactrum 53F; c) Az39: Azospirillum brasilense Az39; d)
42P4: Pseudomonas 42P4; e) 64S1: Enterobacter 64S1 y f) Control (sin bacterias). Nivel de

aumento 40X.

La efectividad de las cepas 42P4, 6011, 53F y Az39 en nuestro estudio puede
atribuirse a la capacidad de las PGPR para producir el AIA. La produccién

bacteriana de fitohormonas modifica la arquitectura de la raiz, aumentando el
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namero de raices laterales y pelos absorbentes, incrementando la superficie total
de la raiz, lo que conlleva a una mayor absorcion de minerales (Spaepen &
Vanderleyden, 2011) y de nutrientes (Khalid et al., 2004; Amogou et al., 2018). En
trabajos previos se ha reportado la produccion de AIA en cepas de
Cellulosimicrobium sp., lo cual estimulé significativamente la germinacion y
alargamiento de plantulas de cebada hasta un 185% (Nabti et al., 2014). Las
cepas empleadas en el presente trabajo, (6011, 53F, 42P4 y 64S1) producen AIA
en condiciones in vitro, e incrementan el peso seco del sistema radical en

plantines de tomate (Pérez Rodriguez et al., 2020).

La cepa de 42P4 fue la mas efectiva promoviendo el desarrollo de la raiz.
Ademas, esta cepa produce un pigmento que podria ser pioverdina en medio agar
papa glucosado deficiente de hierro e inhibe el crecimiento de Fusarium oxisporum
(Figura 2.5, resultado propio no incluido en la tesis). La pioverdina es un tipo de
sideroforo producido por algunas cepas de Pseudomonas sp. (Hazotte et al.,
2018). Este pigmento ha demostrado promover el alargamiento de las raices
laterales en pepinos cultivados en condiciones de esterilidad (De Bellis & Ercolani,
2001), la longitud de la radicula en semillas de maiz inoculadas con Pseudomonas
cichorii y P. putida (Amogou et al., 2018) y de incrementar el crecimiento de las

plantas de trigo inoculadas con la cepa Providencia sp (Rana et al., 2011).

Figura 2.5: La cepa 42P4 produciendo un pigmento del tipo pioverdina en medio agar papa
glucosado (APG). a) La cepa 42P4 inhibiendo el crecimiento del fitopatégeno Fusarium oxisporum,
b) Fotografia de la cepa 42P4 en medio APG bajo luz UV (Tomado de Lobato et al., 2019).
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C. Prueba de compatibilidad entre las bacterias

La prueba de compatibilidad bacteriana entre las 5 PGPR se evalué para
desarrollar mezclas microbianas para la coinoculacion debido a que los consorcios
suelen funcionar igual o mejores que las cepas individualmente. Para confirmar si
la presencia de una bacteria modifica el crecimiento de otra rizobacteria,
evaluamos el crecimiento de las colonias en condiciones in vitro. Los resultados
mostraron que la cepa 53F no modificé su crecimiento en presencia de otras
cepas. Mientras que 6011 y 42P4 disminuyeron el tamafo de la colonia frente a
64S1 y a Az39. La cepa 64S1 disminuyd su crecimiento en presencia de 60I1 y
42P4. El tamafio de la colonia de Az39 se vio afectado por todas las cepas con

excepcion de 64S1 como se muestra en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Diametro de la colonia (mm) del ensayo in vitro en placas de Petri, de las cepas: 60I1:
Cellulosimicrobium 60I1; 53F: Ochrobactrum 53F; 64S1: Enterobacter 64S1; 42P4: Pseudomonas
42P4;. Az39: Azospirillum brasilense Az39

6011 53F 64S1 42P4 Az39
6011 8,41a 8,07a 5,39¢c 8,23a 6,99b
53F 7,02a 7,11a 6,68a 6,88a 6,87a
64S1 8,62b 9,10a 9,30a 8,37b 9,20a
42P4 7,36a 7,02ab 6,75bc 7,42a 6,52c
Az39 5,69¢ 6,13bc 6,58ab 5,97bc 6,92a

Letras diferentes indican diferencias significativas.

D. Efectos del consorcio sobre la germinacién y el vigor de las semillas

Teniendo en cuenta que las cepas mas prominentes fueron 42P4 y 6011 en el
ensayo de germinacién y conociendo que pueden crecer juntas sin modificar su
crecimiento, verificamos el efecto de la combinacion (42P4 + 60I1) sobre la
germinacion de semillas. El consorcio mejoro significativamente el porcentaje de
germinacion de las semillas y el indice de vigor, asi como también la longitud y el
didmetro de la radicula con respecto a la inoculacién individual (42P4 o 60I1) y

sobre el Control no tratado como puede observarse en la Figura 2.6.
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Figura 2.6: Efecto de las inoculaciones con las cepas 60I1 y 42P4 solas y combinadas
(6011+42P4) en: (a) porcentaje de germinacion de semillas de pimiento e indice de vigor a los 15
dias después de la germinacion bajo condiciones in vitro; y, (b) diametro y longitud de la radicula
de pimiento 284 h después de la inoculaciéon. Tratamientos: 6011: Cellulosimicrobium 60I11; 42P4:
Pseudomonas 42P4; 60I1 + 42P4 (consorcio) y Control (sin bacterias). Diferentes letras indican
diferencias significativas. Las letras mindsculas corresponden al andlisis estadistico del indice de

vigor y longitud. Las letras mayusculas corresponden al porcentaje de germinacioén y el diametro.

Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente por otros autores,
quienes encontraron que la coinoculacion de P. putida en consorcio con otras
PGPR incrementé la biomasa, el rendimiento y el contenido de macronutrientes y
micronutrientes en plantas de tomate (He et al., 2019). Se ha demostrado que la
coinoculacion de diferentes PGPR tiene un efecto aditivo promotor del crecimiento
en las plantas, de esta manera, la coinoculacion de PGPR con diferentes
funciones biologicas se considera una estrategia econdémicamente viable y
ambientalmente sostenible para mejorar el rendimiento de los cultivos
(Muthukumar & Udaiyan, 2018; Zeffa et al., 2020).

Las pruebas de compatibilidad con nuestras cepas mostraron que pueden crecer
juntas; por lo que fue factible implementar el consorcio de cepas 60I1 + 42P4 para
inocularlas juntas y posteriormente estudiar el efecto de la coinoculacion sobre los

compuestos fendlicos.
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E. Perfil de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos libres y ligados de semillas no germinadas, plantulas no
inoculadas (Control) e inoculadas con diferentes PGPR se muestran en la Tabla
2.2. Se cuantificaron 25 compuestos que se agrupan en cuatro familias segun su
estructura quimica (alcoholes fendlicos, flavonoides, acidos fendlicos vy
estilbenoides). Los resultados de este estudio mostraronuna mayor concentracion
de compuestos fendlicos libres respecto a los compuestos fendlicos ligados en
todos los tratamientos. En las semillas no germinadas, los niveles de compuestos
fendlicos fueron menores que en las plantulas no inoculadas, excepto para los
acidos fendlicos totales y los estilbenoides ligados donde los niveles fueron

mayores que en el tratamiento Control.

Los perfiles de compuestos fendlicos de semillas y plantulas germinadas fueron
diferentes, como se ha reportado en otras especies (Kim et al., 2018). Las
concentraciones de compuestos fendlicos ligados son inferiores a las de
compuestos fendlicos libres en todos los tratamientos, debido a que en el proceso
de germinacion aumenta la actividad metabdlica. La suma de compuestos
fendlicos libres fue mayor en las plantulas inoculadas con 60I1, 42P4 y en el
consorcio con respecto al Control. Sin embargo, las semillas no germinadas y las
plantulas que germinaron sin bacterias tenian contenidos similares de compuestos

fendlicos ligados.
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Figura 2.7. Sumatoria de compuestos fendlicos libres y ligados en cada tratamiento. Tratamientos:
semilla (semilla sin germinar); control (plantula sin bacterias); plantulas inoculadas con 60I1:
Cellulosimicrobium 6011; 42P4: Pseudomonas 42P4; 6011+42P4 (consorcio).

Asimismo, las plantulas inoculadas con PGPR tuvieron menores concentraciones
de compuestos fendlicos ligados que las plantulas germinadas sin bacterias y
todos los tratamientos con PGPR mostraron el mismo comportamiento. Por
consiguiente, es posible gque las plantulas inoculadas podrian metabolizar los
compuestos fendlicos ligados disminuyendo los niveles a la mitad o menos.
Durante el proceso de germinacion, se produce la sintesis de enzimas y la
modificacion de las semillas, que ocurren por la transformacion enzimatica de los
compuestos fendlicos ligados aumentando los compuestos fendlicos libres, lo que
explica los resultados encontrados con la inoculacion. Un comportamiento similar
fue reportado en soja donde el contenido de compuestos fendlicos libres aumento

después de seis dias de germinacion (Guzman-Ortiz et al., 2017). Se encontraron
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importantes diferencias entre los perfiles de compuestos fendlicos en tratamientos

inoculados y sin inocular.
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Tabla 2.2. Perfil de compuestos fendlicos libres y ligados observados en semillas y plantulas de pimiento inoculadas con las PGPR en estudio.

Los resultados cuantitativos estan expresados en mg g™ de materia seca.

Compuesto Semillas Control 6011 42P4 6011+42P4
Compuestos fendlicos libres
Alcoholes fenélicos simples
OH-Tirosol 0,11+0,05c 1,29+0,23ab 1,74+0,96a 0,64+0,05bc 0,49+0,08 bc
Tirosol n,d.” n.d. 17,94+2,72a n.d. 10,07%0,27b
Y Alcoholes fendlicos simples 0,11+0,05d 1,29+0,23c 19,68+2,88a 0,64+0,05c 10,56+0,28b
Flavonoides
(-)-Gallocatequina 0,01+0,01c 10,72+0,83b 10,36+0,88b 14,09+1,10a 11,05+2,26b
(-)-Galato de gallocatequina 0,93+0,10b 1,35+0,11a 0,68+0,14c n.d. nd.
(-)-Galato de epigallocatequina nd. nd. 0,48+0,10 n.d. nd.
Kaempferol 1,00+0,07a nd. 0,41+0,00b n.d. nd.
Kaempferol-3-glucésido n.d.” n.d.” 3,91+0,81a 4,18+0,63a 4,00+0,74a
Quercetina n.d.” n.d. 0,57+0,02a 0,57+0,01a 0,56+0,01b
Quercetina-3-galactésido 0,56+0,07ab 0,19+0,02c 0,80+0,35a n.d.” 0,37£0,01bc
Quercetina-3-glucosido 4,87+0,34b 9,70+0,21a 3,60+0,89b 4,80+0,44b 2,60+0,49b
Astilbina nd. 0,62+0,00a 0,06+0,02b 0,08+0,02b 0,08+0,03b
Rutina 0,23+0,06a 0,02+0,01b nd. n.d. nd.
Miricetina n.d. n.d. n.d.” 0,44+0,01 n.d..
Naringina n.d.” 0,14+0,02 n.d. n.d.” n.d.”
Naringenina nd. 0,29+0,02a 0,13+0,01b n.d. n.d.
(+)-Catequina nd. 0,18+0,01c 0,25+0,02¢c 0,35+0,01a 0,28+0,03b
Floridzina 5,38+1,06a 0,20+0,00b 0,78+0,45b 0,15+0,03b 0,17+0,03b
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> Flavonoides 12,98+1,12c 23,41+0,86a 22,03+1,60ab 24,66%1,34a 19,11+2,42b
Acidos fenolicos
Acido cinamico 0,18+0,02a 0,07+0,06b 0,09+ 0,01b 0,08+0,00b n.d.
Clorogénico + Acidos cafeicos 0,30+0,05d 5,80+2,72c 16,25+0,13a 11,76+3,92b 6,05+1,34c
Acido galico nd. 3,3740,12b 5,59+1,60a 3,05+0,63b 2,08+0,14c
Acido ferulico n.d.” 0,44+0,01a 0,12+0,00b n.d, n,d,
Acido siringico 0,16+0,01a 0,09+0,00b n.d. n.d.” n.d.”
Acido p-cumarico 0,13+0,01b n.d. 0,26+0,11a 0,25+0,07ab 0,18+0,02ab
S Acidos fendlicos 0,77+0,05d 9,77+2,72C 22,31+1,60a 15,14+3,97b 8,31+1,34c
Estilbenoides
Piceatanol nd. 0,35+0,03c 0,49+0,07b 0,54+0,07ab 0,64+0,03a
trans-resveratrol nd. n.d. n.d. 0,06+0,01 n.d.
Polidatina nd. 15,79+0,31b 16,08+2,5b 20,30+0,28a 19,50+0,55a
> Estilbenoides n.d. 16,14+0,311b 16,57+2,50b 20,90+0,28a 20,14+0,55a
> Compuestos fendlicos libres 13,86+1,58d 50,61+3,08¢ 80,01+3,66a 60,74+4,19b 58,12+3,10b
Compuestos fendlicos ligados
Alcoholes fendlicos simples
Tirosol n.d. n.d. 0.66+0.34 a n.d. 0.45+0.12a
Flavonoides
(-)-Gallocatequina 0,26+0,13c 3,77+0,28a 0,76+0,08bc 0,92+0,45b 0,63+0,37bc
(-)-Galato de gallocatequina 0,45+0,05a nd. nd. 0,41+0,03ab 0,38+0,03b
(-)-Epigallocatequina n.d. nd. 0,47+0,00ab 0,30+0,03b 0,67+0,24a
(-)-Galato de epigallocatequina 0,66+0,15a nd. nd. nd. nd.”
Kaempferol-3-glucésido 0,41+0,18a 0,10+0,01b nd. nd. nd.”
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Quercetina-3-galactdsido 0,13+0,06a 0,14+0,01a n.d. n.d. n.d.
Quercetina-3-glucésido 0,91+0,26a 0,33+0,07b n.d. n.d.” n.d.”
Astilbina nd. nd. 0.01 nd. nd.
Rutina 0,,13%0,01a 0,14+0,01a n.d. n.d. n.d.
Miricetina nd.” n.d.” 0.37 n.d.” n.d.”
Naringina 0,10+0,01a n.d. 0,11+0,02a n.d. n.d.
YFlavonoides 3,16+0,38b 4,38+0,28a 1,72+0,08c 1,63+0,45c 1,68x0,44c
Acidos fendlicos
Acido cinamico 0,13+0,03a 0,11#0,01a n.d. n.d. nd.
Acido clorogénico + Acido cafeico nd. 0,18+0,02b 0,02+0,01c n.d. 0,23+0,04a
Acido galico 0,76+0,63a n.d. n.d. n.d. n.d.
Acido ferdlico 0,130,03a 0,130,02a nd.’ nd. nd.
Acido siringico n.d.” n.d.” n.d.” 0,11+0,01a 0,10+0,01a
S Acidos fendlicos 1,02+0,63a 0,42+0,03b 0,02+0,01c 0,11+0,01c 0,33+0,04b
Estilbenoides
Piceatanol 0,38+0,12a nd 0,21+0,01b 0,21+0,01b 0,20+0,01b
trans-resveratrol 0,11+0,05a n.d.” n.d. n.d.” n.d.
> Estilbenoides 0,49+0,13a n.d’ 0,21+0,01b 0,21+0,01b 0,20£0,01b
> Compuestos fendlicos ligados 4,67+0,74a 4,80+0,28a 2,61+0,081b 1,95+1,63c 2,66+0,44b

Letras diferentes indican diferencias significativas (por fila). Los resultados vienen dados por el valor medio (n = 3; tres determinaciones

independientes, incluida la extraccion y la posterior inyeccion) + desviacidn estandar. *: no detectable.
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Como alcoholes fendlicos identificamos hidroxitirosol y tirosol. El hidroxitirosol solo
se encontré en forma libre y las concentraciones en plantulas no inoculadas y
plantulas inoculadas con 6011 fueron similares (1,29 y 1,74 mg g%,
respectivamente) mientras que en plantulas inoculadas con 42P4 o 6011 + 42P4
los niveles fueron la mitad o menos (0,64 y 0,49 mg g, respectivamente). El
tirosol libre y ligado solo se detectd en plantulas inoculadas con 60I1 (17,94 y 0,66
mg g*, respectivamente) o 6011 + 42P4 (10,07 y 0,45 mg g™, respectivamente).

Como alcoholes fenolicos simples libres, el tirosol fue el mas abundante y estuvo
presente en 60I1 y en menor concentracion en el tratamiento 6011 + 42P4. Como
mencionamos previamente, el tirosol ligado se determiné solo en estos dos
tratamientos. Macedo et al., (2018) reportaron que la aplicacion de tirosol sobre la
germinacion de semillas de trigo permite un mayor ablandamiento de las
membranas celulares, lo que facilita la entrada de agua y solutos al interior de la
célula, y consecuentemente el aumento del crecimiento de las plantulas. Ademas,
el tirosol presenta actividad antifingica y es un poderoso antioxidante (Slininger et
al., 2004; Liebgott et al., 2009).

En nuestro estudio, el mayor incremento en el crecimiento de las plantulas se
observé en el tratamiento con mayor nivel de tirosol. Esto podria estar mostrando
qgue el tirosol es un metabolito producido por la 60I1, este comportamiento ya se
ha informado para otras familias de bacterias, incluidas las promotoras del
crecimiento (Slininger et al., 2004). Por lo tanto, los tratamientos con esta bacteria

han mostrado una mejora en la tasa de germinacion y el indice de vigor.

En la familia de los flavonoides, se identificaron y cuantificaron los siguientes
compuestos: gallocatequina, galato de gallocatequina, galato de epigallocatequina,
kaempferol, kaempferol-3-glucésido, quercetina, quercetina-3-galactésido,
quercetina-3-glucésido, astilbina, rutina, miricetina, naringina, naringenina y
catequina. Los niveles mas altos en esta familia correspondieron a gallocatequina
libre y ligada seguida de quercetina-3-glucésido. Sin embargo, los perfiles de

flavonoides fueron diferentes en plantulas inoculadas y sin inocular.
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Aunque los flavonoides libres totales fueron similares en las plantulas inoculadas y
sin inocular, los flavonoides ligados totales difirieron significativamente. La 42P4
mostré la mayor concentracion de flavonoides libres totales (24,66 mg g*) seguido
del Control (23,41 mg g}), 6011 (22,03 mg g), 6011 + 42P4 (19,11 mg g?) y
semillas (12,98 mg g™). El Control mostré el mayor contenido de flavonoides
totales (4,38 mg g*), mientras que el contenido de flavonoides totales se distribuyd
uniformemente en los tratamientos inoculados 6011 (1,72 mg g), 42P4 (1,63 mg
gl) y 6011 + 42P4 (1,68 mg g*). En todos los tratamientos se encontraron
gallocatequina libre y ligada, asi como quercetina-3-glucosido libre. El resto de los
compuestos se identificaron solo en algunos tratamientos (rutina y naringina en el

Control, kaempferol y galato de epigallocatequina en 6011 o miricetina en 42P4).

La gallocatequina fue el flavonoidemas abundante tanto en su forma libre como
ligado; sin embargo, la gallocatequina libre aumenté con el tratamiento con 42P4,
mientras que la gallocatequina ligada en el Control fue de 4 a 5 veces mayor que
en las plantulas inoculadas. Por consiguiente, es posible que en los tratamientos

inoculados, los flavonoides ligados fueron metabolizados por las bacterias.

En el tratamiento Control también los niveles de quercetina-3-glucésido libre
fueron similares a los niveles de gallocatequina libre, pero en las plantulas
inoculadas se mostraron niveles menores que controlan y aumentan los derivados
de kaempferol (kaempferol-3-glucésido) y quercetina (quercetina-3-galactésido)
mostrando que los tratamientos inoculados inducen algunas enzimas en el
metabolismo de los flavonoles. Estos compuestos que se encuentran en plantas
inoculadas tienen actividad microbiana anti-patdgena que podria proteger a la

planta del estrés bibtico (Martin-Rivilla et al. 2020).

Ademas, la naringina libre, la naringenina y la rutina estan presentes en el Control,
mientras que no son detectables en los tratamientos inoculados, excepto la
naringenina libre y ligada, que se detectd en baja concentracion en el tratamiento
60I1. La naringenina es un precursor flavonoide de los compuestos mencionados
anteriormente. De esta manera, la naringenina podria ser utilizada como fuente de

carbono por las PGPR durante la germinacién pero de manera diferente segun el
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tratamiento con 60I1 o 42P4. Se han reportado resultados similares en mani
donde los flavonoides naringina y rutina disminuyeron 7,5% y 75,8%
respectivamente en plantas inoculadas (Cesari et al., 2019).

Por otro lado, Jain & Gupta, (2003) informaron que la adicion de naringenina 100
UM al medio de crecimiento de las plantas aumenté el porcentaje de raices
laterales colonizadas por PGPR en plantas de arroz. En Arabidopsis thaliana, las
plantas tratadas con naringenina mejoran la colonizacion de PGPR en las raices.
La naringenina es un sustrato importante para la biosintesis de flavonoides y se
usa muy temprano en diferentes vias biosintéticas de las plantas (O'Callaghan et
al., 2001). Incluso, en condiciones de estrés hidrico, las plantas de mani modifican
el patron de moléculas exudadas por las raices, aumentando los niveles de
naringenina, acido oleico, acido citrico y lactico. Estos exudados promueven la
movilidad bacteriana, la quimiotaxis y la unién de las PGPR a las raices del mani
(Cesari et al., 2019).

Los resultados presentados en este estudio refuerzan la hipétesis de que los
flavonoides como la naringenina juegan un papel importante en la quimiotaxis que
media la colonizacion de las raices de pimiento por PGPR. Ademas, los
compuestos ligados (rutina, quercetina-3-galactésido, quercetina-3-glucosido y
kaempferol-3-glucésido) no se detectaron en plantulas inoculadas. Estos
resultados confirman que nuestras cepas utilizan estos compuestos como fuente
de carbono principalmente. Pillai & Swarup, (2002) y Chaparro et al., (2013)
informaron resultados similares con P. putida que cataboliza los flavonoides como
guercetina para su uso como fuente nutricional. Ademas, otros estudios han
demostrado que las raices de las plantas secretan flavonoides que actian como
sefiales en las rizobacterias y tienen influencia en el éxito de la interaccion planta-
PGPR, mejorando la colonizacién de las raices y regulando la expresién de
propiedades beneficiosas para la planta (Drogue et al.,, 2013). La rutina y el
kaempferol-3-glucdsido se encuentran entre los primeros compuestos liberados
por las raices para mediar la interaccibn con microorganismos en la rizosfera
(Badri & Vivanco, 2009).
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Como écidos fendlicos, se cuantificaron acido cinamico, acido clorogénico + acido
cafeico, acido gélico, acido ferdlico, acido siringico y &cido p-cumarico. El
tratamiento 60I1 mostré altas concentraciones de acidos fendlicos libres totales
22,31 mg g*. Entre los &cidos fendlicos libres cuantificados, el acido gélico fue el
mas abundante en el 6011 (5,59 mg g™) y en plantulas del Control (3,37 mg g?),
mientras que en plantulas con 60lI1 o con 42P4 la mayor concentracion se
encontré para la suma de los acidos clorogénico + cafeico (16,25 y 11,76 mg g™,
respectivamente). El acido cinamico fue el menos abundante en todos los

tratamientos.

Se cuantifico el grupo estilbenoide, que consiste en polidatina, piceatanol y trans-
resveratrol. En las semillas no se detectd ninguno de los tres compuestos,
mientras que la polidatina y el piaceatanol se distribuyeron uniformemente en los
otros tratamientos. El compuesto mas abundante fue la polidatina, pero solo se
detectd en forma libre y su concentracion fue mayor en plantula con 42P4 o 6011 +
42P4.

Los resultados obtenidos luego de la inoculacion in vitro de las semillas de
pimiento con las cepas PGPR demuestran un incremento significativo en el
porcentaje de germinacion, indice de vigor, longitud y diametro de la radicula. Las
cepas 42P4 y 6011 modifican el perfil de los compuestos fendlicos libres y ligados,
proporcionando informacion valiosa para dilucidar el rol que desempefian los
alcoholes fendlicos simples, flavonoides, acidos fendlicos y estilbenoides en la
interaccion plantula-PGPR. No obstante, es necesario estudiar el efecto de la
inoculacién en condiciones in vivo, por lo cual se propone abordar en el siguiente
capitulo el efecto de la inoculacion con las PGPR sobre plantines de pimiento, en
bandejas alveoladas simulando las condiciones de produccién de plantines de los

viveros comerciales.
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CAPITULO 3: Evaluacion del efecto de lainoculacion de plantines de

pimiento cultivar Calafyuco INTA con PGPR nativas

I. Introduccién

La produccion de plantines de hortalizas en bandejas alveoladas es un
requerimiento en la agricultura moderna, debido a que permite la obtencién de
plantines a gran escala en superficies mas pequefias. Ademas, esa produccion
puede realizarse cerca de los grandes epicentros horticolas, favoreciendo la
disposicion de cultivos en una época mas temprana. De esta forma, se mejora la
planificacion de las siembras, disminuyendo las cuantiosas pérdidas por
patdgenos del suelo y ganando tiempo, por llevar al campo plantas con estructuras
preformadas. Lo expuesto se traduce en una produccién mas rentable (Bharathi et
al., 2014, Behera et al., 2019; Desai et al., 2020).

La produccion industrial de plantines de pimiento constituye un factor clave para
suplir la alta demanda de los horticultores de la regién de Cuyo. La obtencion de
plantines es una etapa importante para el establecimiento de una buena
plantacion, dado que un plantin de buena calidad garantiza el éxito del cultivo,
asegurando el debido desarrollo de las plantas y un 6ptimo rendimiento en la

etapa productiva.

La industria sefiala que un plantin de calidad debe ser vigoroso, estar libre de
plagas y con un buen desarrollo radical. La morfologia radical es uno de los
pardmetros mas importantes para obtener plantines de calidad, por lo general el
horticultor espera un plantin con un buen desarrollo de raices, debido a que esto
determina la supervivencia al momento del trasplante. EI mayor volumen del
sistema radical confiere a los plantines, una mayor capacidad de absorcién de

nutrientes, un mejor anclaje al momento del trasplante y un aumento de la
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capacidad exploratoria de la raiz (Ghanem et al., 2011; Qiang-Sheng et al., 2011;
Paradikovi¢ et al., 2019).

Producir plantines de calidad no es una tarea facil, debido a que se requiere
ajustar diversos factores que influyen directamente en el crecimiento y desarrollo
del plantin. La calidad del sustrato es el factor mas importante, debido a que este
constituye el medio de crecimiento y desarrollo, asegurando su anclaje y soporte
radical, garantizando el suministro de agua, nutrientes y oxigeno (Zhang et al.,
2012; Becherescu et al., 2016).

Los productores horticolas de la Region de Cuyo utilizan comunmente turba y
perlita como sustrato inerte para la elaboracion de los plantines de pimiento. La
baja disponibilidad de nutrientes en estos sustratos hace indispensable la
aplicacion exdgena de fertilizantes minerales. Sumado a lo anterior es importante
sefalar que el sistema radical de estos plantines carece de relacion con los
microorganismos nativos del suelo, privando al plantin de las interacciones
complejas que tienen lugar en la rizésfera, en la cual las raices secretan al medio
exudados ricos en compuestos organicos y los microorganismos benéficos del
suelo estimulan el desarrollo del sistema radical (Parmar & Dufresne, 2011,
Bakker et al., 2013; Prashar et al., 2014).

Las bacterias son los microorganismos mas abundantes del suelo, por lo cual es
de suma importancia identificar, caracterizar y biofertilizar los plantines con
aguellas bacterias que estimulan el desarrollo del sistema radical (Hermans et al.,
2017; Delgado-Baquerizo et al., 2018). Dentro del grupo de las bacterias benéficas
se destacan las PGPR (como se mencion6 anteriormente), las cuales son parte de
la poblacion de microorganismos residentes en las raices de las plantas como
epifitas o endofiticas (Singh et al., 2018). Estos microorganismos también pueden
actuar por competencia, ocupando sitios y haciéndolos inaccesibles para los

patogenos (Jeyanthi & Kanimozhi, 2018).

Las PGPR pueden ser utlizadas para el tratamiento de los plantines
incorporandolas al sustrato de plantacion, los beneficios de la inoculacion se

pueden observar por medio de un aumento de la materia seca, reduccion del
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tiempo de aclimatacion y mayor sobrevivencia de los plantines en el campo (Jha &
Saraf, 2015; Grobelak et al., 2015). De igual forma, los inoculantes microbianos
son mas seguros que los fertilizantes minerales y que los productos fitosanitarios,
ademas presentan menor costo de produccion, riesgo de contaminacion ambiental
y para la salud humana (Goswami et al., 2016). La biofertilizacion a partir de
PGPR tiene la ventaja de ser efectiva debido a que al ser microorganismos Vivos
pueden multiplicarse y sus poblaciones pueden ser reguladas por los

microorganismos preexistentes en el suelo (Beneduzi et al., 2012).

En la rizésfera hay una serie de moléculas organicas que regulan la quimiotaxis
entre las raices de los plantines y las PGPR. Dentro de este grupo de moléculas
sobresalen los compuestos fendlicos, los cuales son parte del metabolismo
secundario de las plantas y sus niveles dentro del plantin pueden estar regulados
por las interacciones que se dan en la rizosfera (Feng et al., 2018). Diversos
estudios basados en técnicas colorimétricas reportan un aumento de los
compuestos fendlicos en plantas inoculadas con PGPR (Del Rosario Cappellari et
al., 2017; Pii et al., 2017; Pagnani et al., 2018; Rahimi et al., 2020). Sin embargo,
se desconoce en la interaccion plantin-PGPR, el rol especifico de las distintas
familias y compuestos fendlicos y como se modifican los mismos durante esta

interaccion.

Dada la importancia de la produccion de plantines de pimiento a nivel industrial en
la provincia de Mendoza, planteamos el siguiente objetivo especifico:

Il. Objetivo especifico

2. Evaluar durante el crecimiento de plantines de pimiento Calahorra (cv.
Calafyuco INTA) los cambios en la morfologia, el contenido de nitrogeno y los
cambios en el perfil de compuestos fendlicos producidos por la inoculacion de
cuatro cepas PGPR nativas para seleccionar las cepas mas efectivas comparadas

con un fertilizante comercial.
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[ll. Hipotesis

2. La inoculacién con PGPR incrementa el crecimiento y el desarrollo de los
plantines de pimiento disminuyendo el uso de fertilizantes quimicos.

IV. Materiales y métodos

A. Material vegetal: se emplearon semillas de Capsicum annuum cv. Calafyuco
INTA gentilmente suministradas por el Dr. Claudio Galmarini (Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, INTA-La Consulta).

B. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal: las rizobacterias se
hicieron crecer de acuerdo a la metodologia descrita en el capitulo 2 del presente
trabajo de Tesis.

C. Germinacién de las semillas: las semillas se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 20% por 1 min y posteriormente se lavaron 3 veces con agua destilada
estéril para eliminar los restos de desinfectante. Las semillas se sembraron en
bandejas plantineras con un alvéolo de 4,20 cm que contenian sustrato estéril
(Kekkila, turba Sphagnum, Finlandia) y se trasladaron a camara de crecimiento con
24+2°C y fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. Se suministré riego con

agua destilada manteniendo el sustrato en capacidad de campo.

D. Disefio experimental: se establecié un disefio completamente aleatorizado de
6 tratamientos, con tres repeticiones de 10 semillas cada uno. Después de la
aparicion del primer par de hojas verdaderas cada plantula se inocul6 con 10 uL

de la cepa correspondiente al tratamiento. Los tratamientos fueron los siguientes:

T1. Plantines fertilizados con Hakaphos® 7-12-40 (N-P-K).
T2. Plantines inoculados con 42P4.

T3. Plantines inoculados con 60I1.
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T4. Plantines inoculados con 64S1.
T5. Plantines inoculados con 53F.
T6. Control, plantines inoculados con medio LB.

E. Variables evaluadas: a los 55 dias desde la fecha de siembra (d.d.s.), se
colectaron los plantines y se evaluaron parametros de crecimiento (area foliar,
peso seco de la parte aérea y de la raiz) y se colect6 material para las
determinaciones bioquimicas (pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores). Las
determinaciones del peso seco se realizaron en estufa a 70°C durante 72 h. Para
calcular el area foliar se tomaron fotografias y se procesaron con el software
Micrometrics SE Premium. En la Figura 3.1 se muestra una foto del crecimiento de
un plantin en el momento de la siembra. Como puede observarse el sistema

radical ocupa todo el tamafio de la celda.

Figura 3.1. Sistema radical de un plantin de pimiento listo para ser trasplantado a campo.

F. Determinacién de nitrégeno: se secaron muestras de hojas en estufa a 70°C
durante 72 h hasta llegar a peso seco, posteriormente se molieron con mortero y
se realiz6 la determinacion del contenido de nitrégeno por Micro Kjeldahl como
describen Guebel et al. (1991).
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G. Pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores: las determinaciones de
pigmentos fotosintéticos se realizaron espectrofotométricamente como describen
en Chapelle et al. (1992) con modificaciones de Cohen et al. (2015), utilizando
discos de 1 cm? de didmetro de muestras de hojas de plantines de 55 d.d.s. para
las determinaciones de clorofilas y carotenoides, se coloco 1 disco en 5 mL de
dimetilsulféxido en tubos de 15 mL. Posteriormente se incubaron en bafio
termostatico a 70°C durante 45 min en oscuridad. La absorbancia se determiné a
665, 649 y 480 nm en cubetas de vidrio, utilizando dimetilsulféxido como blanco,
empleando un espectrofotdmetro (Varian CARY 50 Conc UV-Visible, Varian Inc.,
Mulgrave, Australia). Para expresar los resultados en peso seco los discos de 1
cm? se secaron a 60°C durante 48 h y se pesaron. Los niveles de clorofila a,
clorofila b, clorofila total y carotenoides se calcularon como se describe a

continuacion:

Formulas: Wellburn (1994)
clﬂrﬂfllﬂﬂ{“g} = 121 19 DD&&E — 3,45 Dﬂﬁ_}g

Clorofilab {Mg} = 12_. 99 Dﬂﬁ_.‘g — 5,32 DGEEE

Clorofila Total (ug) = Clorofila a + Clorofila b

(1000 DO4gq — 2,14 Clorofilaa— 70,16 Clorofila b)
220

Carotenoides (ug) =

Las determinaciones de pigmentos no fotosintéticos (antocianinas) se realizé en
base a la técnica descripta por Mazza et al., (1999). Para ello, dos discos de hojas
(1 cm? cada uno) fueron sumergidos en 5 mL de metanol:HCI (99:1) y se los dej6
por 48 h a -20°C en oscuridad. Luego se midié la absorbancia de los extractos a
546 nm para la determinacidn de antocianas. Se utilizé un espectrofotometro Cary-
50 UV-Vis (Varian Inc., Mulgrave, Australia) y cubetas de cuarzo de 1 cm de paso

optico. El blanco se realizé con el solvente de extraccion sin la muestra.
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H. Extraccion de compuestos fendlicos para su perfil por HPLC: Los
compuestos fendlicos se extrajeron de acuerdo con el procedimiento previamente
reportado por Moussi y colaboradores (Moussi et al., 2015), el procedimiento se
puede describir brevemente de la siguiente manera: se pesaron 0,5 g de hojas
previamente liofilizadas. Posteriormente se mezclaron en un tubo de centrifuga
con 5 mL de etanol y se extrajeron 10 min en un bafo ultrasénico. Luego se
centrifugd (2500 g durante 10 min) y el sobrenadante obtenido se evapord a
sequedad en un rotavapor a 40°C, el residuo fue redisuelto en 1 mL de acido

férmico al 0,1% (v / v).

I. Analisis de compuestos fendlicos: El perfil de compuestos fendélicos en los
extractos de hojas de los diferentes tratamientos se realizO mediante
cromatografia liquida, acoplado a detectores de arreglos de diodos y fluorescencia
(HPLC-DAD-FLD) (Dionex UltiMate 3000, California, USA). Se utilizé una columna
Kinetex Cig de fase inversa (3,0 x 100 mm, 2,6 um) Phenomenex (Torrance, CA,
EE.UU.) a 35°C. Las fases moviles fueron agua ultrapura con acido férmico al
0,1% (v/v) (fase A) y acetonitrilo (fase B). La separacion de analitos se realizo
usando el siguiente gradiente: 0-1,7 min, 5% de B; 1,7-10 min, 30% de B; 10-13,5
min, 95% de B; 13,5-15 min, 95% de B; 15-16 min, 5% de B; 16-19, 5% B. El
caudal se fij6 constante en 0,8 mL min™ durante todo el proceso, y el volumen de

inyeccion fue de 5 pL.

J. Andlisis estadistico: Los datos se procesaron mediante analisis de varianza
seguido por un test de Duncan. Para las medidas repetidas en el tiempo se ajusté
un modelo lineal mixto. EI modelo incluy6 efectos fijos de tratamiento, tiempo y sus
interacciones. Como efecto aleatorio se incluyo6 la unidad experimental. Se utilizé
el software estadistico InfoStat (InfoStat version 2018v. Grupo InfoStat, Argentina).
Para la construccién de los graficos se empleoé el software GraphPad Prism 7, San
Diego, CA.
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V. Resultados y discusion

A. Efecto de lainoculacién sobre el crecimiento de platines de pimiento

La inoculacion de plantines de pimiento con las PGPR nativas incremento el
crecimiento de los plantines como se observa en la Figura 3.2 tanto de la parte

aérea como del sistema radical.

Figura 3.2. Plantines de pimiento a los 25 dias después del tratamiento con a) Fertilizado; b)
Pseudomonas 42P4; c) Cellulosimicrobium 60I1; d) Ochrobactrum 53F; e) Enterobacter 64S1 y f)

Control (sin bacteria).

La inoculacién incremento el peso seco de la parte aérea y de la raiz (Figura 3.3).
Los tratamientos fertilizado, 42P4 y 60I1 incrementaron la biomasa aérea con
respecto al Control 59%, 55% y 52% como puede verse en la Figura 3.2 a. Las
cepas 64S1 y 53F estimularon en menor medida el desarrollo de la parte aérea de
los plantines con respecto al tratamiento Fertilizado, sin embargo, se diferenciaron
del Control sin inocular.

La inoculacién con las cepas 42P4 y 6011 mejoraron la acumulacion de biomasa
en el sistema radical de forma similar al tratamiento Fertilizado, incrementando
62% y 59% el peso seco de la raiz con respecto al Control (Figura 3.2 b). Las
cepas 64S1 y 53F mostraron un comportamiento parecido e incrementaron el peso

seco de la raiz mas del 30%.
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Figura 3.3: a) Peso seco de la parte area y, b) peso seco de la raiz de plantines de pimiento
tratados con: Fert: Fertilizado; 42P4: Pseudomonas 42P4; 6011: Cellulosimicrobium 6011; 64S1:
Enterobacter 64S1; 53F: Ochrobactrum 53F y Control (sin bacteria) Letras diferentes indican

diferencias significativas.

Se considera que un plantin esta listo para el trasplante cuando sus raices llenan
completamente la celda. Obtener un mejor desarrollo radicular en forma rapida
implicaria reducir el tiempo de ocupacién del invernaculo y por lo tanto, reducir el
costo de la produccién de los plantines. EI mayor volumen de la raiz mejora el
anclaje al momento del trasplante, lo que reduce la incidencia de volcamiento por
accion del viento, ademas los plantines con una mayor cantidad de pelos
radiculares aumentan la capacidad de absorcion de nutrientes y agua
incrementando la tasa de crecimiento del plantin, favoreciendo una mayor
exploracion del suelo lo que amplia el area de influencia de los exudados radicales

gue median la interaccion con microorganismos benéficos de la rizésfera.

Nuestros resultados concuerdan con los informados por otros autores que han
reportado que las inoculaciones con diversas PGPR han incrementado el peso
seco de la raiz y el contenido de nutrientes de plantines de avena (Avena sativa),
alfalfa (Medicago sativa), pepino (Cucumis sativus), cilantro (Coriandrum sativum
L.) y repollo (Brassica oleracea) (Li et al., 2020; Warwate et al., 2017; Metin et al.,

2014). Ademas de modificar el peso seco, la inoculacién con P. fluorescens en
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plantas de arroz modifica las raices a nivel morfoanatomico, aumentando el
namero de polos de protoxilema, los elementos vasculares del metaxilema, el
diametro de las raices y el grosor de la corteza, induciendo una expansion del 2%
del espacio aerénquima (Régo et al., 2014).

En nuestro estudio, la relacion del peso seco de la parte aérea y de la raiz,
muestra un comportamiento similar para todos los tratamientos inoculados y el
Fertilizado, los cuales se diferenciaron del Control como se muestra en la Figura
3.4 a, lo que demuestra que el Control distribuye mas materia a la parte aérea.
Con respecto al area foliar, se observé un incremento en los tratamientos
inoculados con las cepas bacterianas con respecto al Control. Las cepas 60I1 y
42P4 fueron las mas efectivas, incrementado el éarea foliar 28% y 27%,

respectivamente con relacién al Control sin inocular (Figura 3.4 b).
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Figura 3.4. a) Relacion del peso seco de la parte area y la raiz y, b) area foliar de plantines de
pimiento tratados con: Fert: Fertilizado; 42P4: Pseudomonas 42P4; 6011: Cellulosimicrobium 60I11;
64S1: Enterobacter 64S1; 53F: Ochrobactrum 53F y Control (sin bacteria). Diferentes letras indican

diferencias significativas.
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Se han demostrado en distintos estudios los efectos benéficos sobre el desarrollo
y crecimiento de las plantas de PGPR aisladas de la rizésfera de diferentes
cultivos como acelga y cafia de azucar (Ogugua et al., 2016; Santos et al., 2018;
Moncada et al., 2021). Los resultados presentados en este estudio confirman que
el efecto de promocion de crecimiento vegetal es una caracteristica de
determinados géneros y especies de rizobacterias presentes en el suelo. En este
sentido es importante aclarar que los géneros bacterianos que han tenido efecto
promotor en este estudio, han sido descriptos con anterioridad por otros autores
como PGPR. No obstante, es muy importante sefialar que las distintas cepas
parecen utilizar distintos mecanismos para promover el crecimiento, debido a que
el efecto benéfico observado tras la inoculacién varia entre las diferentes cepas y
las estructuras del plantin lo que se refleja en el incremento de biomasa. Al
respecto, los resultados indican que la cepa 42P4 produce un aumento
proporcional entre el sistema radical y la parte aérea similar al que se presenta en
los plantines fertilizados, mientras que esta relacién presenta diferencias cuando
se observa el comportamiento de las cepas 60I1, 64S1 y 53F (Figura 3.2 y 3.3).
Estos resultados se correlacionan con lo reportado previamente donde la cepa
42P4 es una eficiente solubilizadora de diferentes fuentes de fosfatos, fijadora de
nitrégeno y productora de AIA (Pérez Rodriguez et al., 2020). Sin embargo, la
cepa 64S1 que presenta caracteristicas similares y promueve el crecimiento de
plantines de tomate, no es tan efectiva en la promocion de estos parametros en

plantas de pimiento.

El contenido de nitrégeno en hojas fue mayor en los plantines fertilizados e
inoculados con las PGPR con respecto al Control, como se puede observar en la
Figura 3.5. Las cepas bacterianas 6011 y 42P4 fueron las mas efectivas
incrementando el contenido de nitrogeno en 74% y 73% respectivamente,
comparado con el Control. Las cepas 64S1 y 53F mostraron un comportamiento
similar incrementando el contenido de nitrdgeno hasta en un 38% con respecto al
Control. El nitrogeno es un macronutriente esencial para el desarrollo 6ptimo de
plantines de pimiento debido a que forma parte de aminoacidos, proteinas y

acidos nucleicos. Un mayor contenido de nitrégeno esta directamente relacionado
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como una mayor tasa de crecimiento de los plantines. En las plantas Control se
presenta un menor desarrollo posiblemente por la disminucion de nitrdgeno, lo que
da como resultados plantines de menor tamafio como se observa en la Figura 3.3.
Resultados similares han sido reportados en plantas de arroz, macadamia y
tomate inoculadas con PGPR (Ghaffari et al., 2018; Gallart et al., 2021; Yuan et
al., 2021).

P<0.0001

Nitrégeno (%)
N
1

Fert 42P4 6011 64S1 53F Control

Figura 3.5. Contenido de nitrégeno en hojas de plantines de pimiento 25 dias después del
tratamiento con Fert: Fertilizado; 42P4: Pseudomonas 42P4; 60I1: Cellulosimicrobium 6011; 64S1:
Enterobacter 64S1; 53F: Ochrobactrum 53F y Control (sin bacteria).

B. Efecto de la inoculaciobn sobre la acumulacion de pigmentos
fotosintéticos y fotoprotectores

Los efectos de la inoculacion con PGPR en el contenido de pigmentos
fotosintéticos y fotoprotectores se muestran en la (Tabla 3.1). La mayor
concentracion de clorofila se encontré6 en el tratamiento fertilizado y en los
tratamientos inoculados con las PGPR, excepto para el tratamiento con la cepa
53F donde el contenido fue significativamente menor y presentd un
comportamiento similar al Control sin inocular. Este comportamiento fue el mismo
tanto para la clorofila a, b y clorofila total. La inoculacion con las cepas 64S1, 6011
y 42P4 incrementaron el contenido de clorofila total entre un 25% - 25%, con
respecto al Control. Estos resultados permiten inferir que la inoculacion con las

PGPR nativas mejora la capacidad fotosintética de los plantines de pimiento. Sin
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embargo, las concentraciones de carotenoides no mostraron diferencias

significativas entre los diferentes tratamientos.

Con respecto a los pigmentos no fotosintéticos, no se observo diferencias
significativas con respecto a los niveles de antocianinas entre los diferentes
tratamientos. Estos ultimos resultados son esperables debido a que los plantines

no estan estresados, situacién que incrementaria los niveles de los mismos.

Tabla 3.1. Clorofila a, Clorofila b, Clorofila total, carotenoides y antocianinas (ODs4s) de plantines
de pimiento 25 dias después del tratamiento con: Fert: Fertilizado; 42P4: Pseudomonas 42P4;
60I1: Cellulosimicrobium 60I1; 64S1: Enterobacter 64S1; 53F: Ochrobactrum 53F y Control (sin

bacteria).

Tratamientos Clorofilala Clorofilalb Clorofila Tlotal Carotenoiges Antociani?as
(Mg mg™) (Mg mg™) (Mg mg™) (Mg mg™) (Mg mg™)

Fertilizado 4,03+0,67a 1,90+0,18a 5,93+0,69a 1,20+0,17a 0,12<0,01a
42P4 4,10+0,80a 1,78+0,22a 5,88+0,82a 1,22+0,28a 0,12<0,01a
6011 3,95+0,55a 1,86+0,25a 5,81+0,60a 1,17+0,25a 0,10<0,01a
64S1 3,98+0,84a 1,92+0,22a 5,90+1,01a 1,12+0,11a 0,11<0,01a
53F 4,01+0,97a 1,27+0,29b 5,28+1,01ab 1,22+0,14a 0,10<0,01a
Control 3,75+0,62b 0,96+0,19b 4,71+0,64b 1,15+0,23a 0,10<0,01a

Letras diferentes indican diferencias significativas por columna.

El incremento en el contenido total de clorofila ha sido reportado en cultivos de
arroz, soja, pimiento y pepino inoculados con diferentes PGPR (Bal et al., 2013;
Abbasi et al., 2013; Alkahtani et al., 2020; Khan et al., 2018), y esta directamente
relacionado con una mayor tasa fotosintética que se traduce en aumento de

fotoasimilados.

C. Efecto de la inoculacién sobre el perfil de compuestos fendlicos en tejido

foliar de plantines de pimiento Calafyuco INTA

A pesar de la evidencia relacionada con el incremento de los compuestos
fendlicos totales en diferentes especies de plantas inoculadas con diferentes

PGPR, no existe al momento informacion sobre el perfil de compuestos fendlicos
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en plantas de pimiento tratadas con rizobacterias. Esto puede explicarse como
una consecuencia del poder limitado de las técnicas colorimétricas para
discriminar los compuestos fendlicos dentro de las distintas familias. Teniendo en
cuenta este antecedente, a continuacion, exploramos las modificaciones en el
perfil de compuestos fendlicos por HPLC en la fisiologia y el desarrollo de
plantines de pimiento inoculados con las cepas PGPR nativas mas efectivas (42P4
y 60I1) en la promocion del crecimiento.

El perfil de los compuestos fendlicos en plantines de pimientos no inoculados
(Control), inoculados con las cepas 42P4 y 60I1, y plantines Fertilizados se
muestran en la Tabla 3.2. Se identificaron 24 compuestos fendlicos que se
agrupan en cuatro familias seguin su estructura quimica: alcoholes fendlicos,
flavonoides, &cido fendlico y estilbenoides. Los resultados de este estudio
muestran que la sumatoria de los compuestos fendlicos entre los diferentes
tratamientos fue mayor en el tratamiento Control, seguido por el tratamiento
Fertilizado, el inoculado con la cepa 42P4 y por ultimo el tratamiento 60I1. Si bien
se observo diferencias entre los tratamientos entre cada una de las familias las
mayores diferencias se observaron en los niveles de los compuestos que

pertenecen a la familia de los flavonoides.
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Tabla 3.2. Resultados cuantitativos de compuestos fendlicos, expresados en mg g'1 de materia

seca, obtenidos de plantines de pimiento Control, inoculados con las cepas 42P4 y 6011, y

Fertilizado.

Compuesto Control 6011 42P4 Fertilizado

Compuestos fendlicos

Alcoholes fenélicos simples
Hidroxitirosol 1,37+0,18a 1,11+0,12a 0,27+0,02b 0,41+0,08b
Tirosol 0,55+0,00a 0,3040,04b 0,41+0,01b 0,38+0,08b
> Alcoholes fendlicos simples 1,92+0,18a 1,41+0,04a 0,68+0,01b 0,79+0,11b
Flavonoides
(+)-Catequina 0,10+0,04c 0,2610,01b 0,47+0,09a 0,31+0,05b
(-)-Epicatequina 0,16£0,01a n,d,* 0,11+0,01b 0,12+0,01a
Rutina 1,37+0,15b 0,19+0,05c 2,22+0,12a 0,18+0,03c
(-)-Galato de gallocatequina 7,89+0,86b  21,41+1,46a 23,71+0,77a 23,304£1,01a
(-)-Epigallocatequina 3,71 +0,96a 1,08+0,18b 2,55+0,19a 2,51+0,18a
(-)-Galato de epigallocatequina 8,12+1,57a 4,15+0,31b 2,64+0,16¢ 2,9510,18c
Quercetina 0,47+0,01b 0,42+0,02b 8,93%1,24a 8,79+0,15a
Astilbina 2,26+ 0,35b n,d,* 3,92+0,27a n,d,*
Naringina 2,01+0,20c n,d,* 25,65+0,04a  18,92+0,97b
Naringenina n,d,* n,d,* 0,2240,01a 0,22+0,02a
Miricetina 3,99+0,01c 1,99+0,30d 6,731£0,32b 10,18+0,16a
Floridzina 1,26+0,10a n,d,* n,d,* n,d,*
Procianidina B1 n,d,* n,d,* n,d,* 8,10+0,33a
> Flavonoides 30,05+4,23b  29,49+2,30b 76,90+0,33a  72,61+2,08a
Acidos fenoélicos
Acido galico 48,87+6,40a n,d,* n,d,* 4,98+0,33b
Acido siringico 0,12+0,01c 0,14+0,00c 0,40£0,00b 0,55+0,06a
Acido cinamico 20,73+1,59b  5,46+0,65¢c 21,63+0,52b  25,66+1,65a
Acido p-cumarico 2,10+0,04a 0,34+0,01b n,d,* 0,41+0,13b
Acido ferulico n,d,* 0,18+0,03b n,d,* 4,34+0,38a
Y Acidos fendlicos 71,82+6,59a  6,12+0,65c  22,03+0,52b 35,94+1,73b
Estilbenoide
Polidatina 21,02+2,81a  1,33%0,11c 1,96+0,23c 4,83+0,19b
Trans-resveratrol 3,10+0,23b 1,65+0,09c n,d,* 6,13+0,44a
E-viniferin n,d,* n,d,* 0,39+0,03a 0,45%0,06a
Pteroestilbeno 1,81+0,15a 1,25+0,19c 1,50+0,19b 2,00+0,16a
> Estilbenoides 25,93+2,82a  4,23+0,23c 3,85+0,29c¢ 13,41+0,50b

> Compuestos fendlicos totales

130,97+15,77a 41,22+3,46¢C

103,66+1,75b 125,67+4,23ab

Letras diferentes indican diferencias significativas (por fila). Los resultados vienen dados por el

valor medio (n = 3; tres determinaciones independientes, incluida la extracciéon y la posterior

inyeccion) + desviacion estandar. * no detectable.
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Para facilitar el analisis de los resultados se realizaron gréaficos circulares para
cada una de las familias de compuestos fendlicos (alcoholes fendlicos simples,
flavonoides, &cidos fendlicos y estilbenoides). Este tipo de graficos es una
representacion relativa del total de compuestos de cada familia y cada porcion

representa la abundancia de un compuesto dentro de su familia.

Como alcoholes fendlicos identificamos hidroxitirosol y tirosol. La concentracion de
ambos compuestos fue mayor en el tratamiento Control con respecto a los
tratamientos inoculado y Fertilizado, que fueron similares. Como se muestra en la

Figura 3.6.

La concentracion de hidroxitirosol en el Control fue de 1,37 mg g™ que fue similar
al tratamiento 6011 (1,11 mg g), mientras que en plantines inoculados con 42P4 y
Fertilizados los niveles fueron una tercera parte o menos (0,27 y 0,41 mg g%,
respectivamente). El hidroxitirosol puede actuar como un inhibidor del crecimiento
de las raices en varias especies de interés agricola (Date et al., 2021). En esta
investigacion es posible que la mayor concentracion de hidroxitirosol en el
tratamiento control haya limitado el desarrollo radical de los plantines de pimiento
como se muestra en las Figuras 3.1 b y 3.3. Dada esta limitacion para la absorcién
de nutrientes, en los plantines Control también se observd una menor
concentracion de nitrégeno en las hojas, como se puede observar en la Figura 3.4.
Todo esto puede haber ocasionado un menor desarrollo de la parte aérea y
menores contenidos de clorofila, restringiendo el proceso de fotosintesis y por
consiguiente la produccion de fotoasimilados.

La concentracion de tirosol en el tratamiento Control fue de 0,55 mg g™, mientras
que en los demas tratamientos fue menor (0,30; 0,41 y 0,38 mg g*, en la 60I1,
42P4 vy Fertilizado respectivamente). Como se muestra en la Figura 3.5, en el
tratamiento Control y en el inoculado con la cepa 60I1 la concentracion de

hidroxitirosol fue mayor que la de tirosol, mientras que en el tratamiento Fertilizado
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las concentraciones de ambos compuestos fueron similares. Sin embargo, en el
tratamiento 42P4 hubo una mayor concentracion de tirosol lo que nos indica un
metabolismo diferente entre los tratamientos. El tirosol es un potente antioxidante
capaz de proteger a las semillas incrementando el porcentaje de germinacion
(Macedo et al., 2018). Sin embargo, en dosis altas este compuesto puede
restringir el crecimiento de los plantines (Silva et al., 2021). Lo anterior puede
explicar por qué en este trabajo el tratamiento Control que presenté la mayor
concentracion de tirosol también mostr6 un menor contenido de clorofila y de
nitrogeno lo que conllevé a un crecimiento limitado de las raices y de la parte

aérea como se explico previamente.

Control 6011

Total=1.92 Total=1.41

42P4 Fertilizado

Il Hidroxitirosol
Il Tirosol

Total=0.68 Total=0.79

Figura 3.6. Contenido de alcoholes fendlicos simples detectados en plantines de pimiento
cultivados en bandejas e inoculados con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin

bacterias); 6011: Cellulosimicrobium 6011; 42P4: Pseudomonas 42P4 y Fertilizado.
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En la familia de los flavonoides, se identificaron y cuantificaron los siguientes
compuestos: (+)-catequina, (-)-epicatequina, rutina, (-)-galato de gallocatequina, (-
)-epigallocatequina, (-)-galato de epigallocatequina, quercetina, astilbina,
naringina, naringenina, miricetina, floridzina, procianidina B1, como se muestra en
la Tabla 3.2. La Figura 3.6, nos permite apreciar que los perfiles de flavonoides
fueron diferentes en el tratamiento Fertilizado, inoculados y en el Control. La
sumatoria total de flavonoides en el tratamiento Fertilizado (72,61 mg g*), no se
diferencié del tratamiento inoculado con la cepa 42P4 (76,90 mg g), mientras que
en el tratamiento Control la concentracion de flavonoides totales fue menos de la
mitad (33,05 mg g™). Sin embargo, el tratamiento 6011 fue el que presenté menor

concentracion de flavonoides (29,49 mg g™?).

Control 6011

oo

Total=117.14 Total=62.65

(+)-Catequina

42P4

C

(-)-Epicatequina

Fertilizado

O

Rutina

(-)-Galato de gallocatequina
(-)-Epigalocatequina
(-)-Galato de epigalocatequina
Quercetina

Astilbina

Naringina

Naringenina

Miricetina

Total=261.01

CENNNDEECORDRDN

Total=270.42 Floridzina

I Procianidina B1

Figura 3.7. Contenido de flavonoides cuantificados en plantines de pimiento cultivados en
bandejas e inoculados con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin bacterias); 60I1:

Cellulosimicrobium 60I11; 42P4: Pseudomonas 42P4 y Fertilizado.
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Como puede observarse en la Figura 3.7, los compuestos mas abundantes en la
familia de los flavonoides fueron la naringina y (-)-galato de gallocatequina, sin
embargo, las concentraciones de naringina fueron significativamente diferentes en
cada tratamiento donde en el tratamiento Fertilizado e inoculados con 42P4 se
encontraron concentraciones de 18,92 mg g' y 25,65 mg g™, respectivamente.
Los niveles de quercetina fueron mas elevados en el tratamiento 42P4 y
Fertilizado (8,93 y 8,79 mg g™, respetivamente); mientras que, en el Control y
6011, las concentraciones fueron significativamente mas bajas. Del analisis de la
Figura 3.5, podemos resaltar que en el Control los compuestos més abundantes
fueron (-)-galato de epigalocatequina y (-)-galato de gallocatequina. Lo que
confirma nuevamente que la cepa 42P4 se comporta de forma similar al
tratamiento Fertilizado. Sin embargo, en el tratamiento 6011 el mas abundantes fue
también el (-)-galato de gallocatequina. Estos resultados indican que los
tratamientos inoculados con las cepas 42P4 y 60I1 se comportan de forma

diferente respecto al metabolismo de compuestos fendlicos.

La naringenina es considerada un importante precursor de otros flavonoides (Liu,
et al., 2021). En este estudio solo se detect6 y cuantificd en los tratamientos 42P4
y Fertilizado (0,22 y 0,22 mg g, respectivamente). Por este motivo es posible que
la cepa 42P4 promueva la produccion de naringenina para aumentar asi la sintesis
de otros flavonoides en los plantines en pleno desarrollo. Confirma esta hipétesis
que las concentraciones de naringina también fueron mayores en el tratamiento
42P4 25,65 mg g, seguido del tratamiento Fertilizado 18,92 mg g™ y el Control
2,00mg g™.

Podemos resaltar que en este estudio las plantas inoculadas con la cepa 42P4
presentaron mayores concentraciones de (+)-catequina (0,47 mg g™*), seguido por
el tratamiento Fertilizado y el Control (0,31 y 0,10 mg g, respectivamente). El rol
de la (+)-catequina en las plantas sigue siendo controvertido, lo que si esta claro
es que la respuesta no es la misma entre diferentes especies de plantas (Bais et

al. 2010). Se ha demostrado que la aplicacion exdégena de catequina aumenta la
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acumulacion de biomasa, el area foliar, el grosor de la hoja, la tasa fotosintética
neta, la conductancia estomatica y la concentracion de AIA en Arabidopsis
thaliana (Rani et al. 2011), alivia el estrés oxidativo (Yiu et al. 2011) y la
aclimataciéon al frio (Ding et al. 2019). Los datos obtenidos en la presente
investigacion permiten sugerir que la cepa 42P4 estimula la produccion de (+)-
catequina lo que induce una respuesta positiva en el crecimiento y en la
acumulacion de pigmentos fotosintéticos. Resultados similares se observaron en
un estudio en el que plantas de té inoculadas con Bacillus megaterium donde
demostraron un incremento en la concentracion de catequinas y otros compuestos
como peroxidasa, quitinasa, [(-1,3-glucanasa y fenilalanina amoniaco-liasa
(Chakraborty et al., 2015).

Otra diferencia importante encontrada en esta investigacion en el tratamiento
Control, esta relacionada a las concentraciones de (-)-galato de epigallocatequina
que fueron mayores (8,12 mg g™), mientras que los tratamientos Fertilizado y
42P4 presentaron menores concentraciones (2,95 y 264 mg g7,
respectivamente). Este compuesto tiene una gran capacidad antioxidante, sin
embargo, se ha demostrado que concentraciones de (0,5 mM y 1,0 mM) aplicadas
a semillas de tomate reducen la tasa de germinacion y la acumulacién de biomasa
en los plantines porque modifica la actividad antioxidante y la relacion GAz/ABA
(Ahammed et al.,, 2020). Sin embargo, dosis menores de (-)-galato de
epigallocatequina incrementan la germinacion de semillas y el crecimiento de
plantines de tomate sometidos a estrés (Ahammed et al., 2018; Li et al., 2019). Por
lo cual, se puede sugerir que la cepa 42P4 actia modificando o modulando los
niveles de (-)-galato de epigallocatequina favoreciendo la acumulacién de biomasa
e incrementando los contenidos de pigmentos fotosintéticos de manera similar al

tratamiento Fertilizado.

Las concentraciones de (-)-epigallocatequina fueron mas altas en el Control 3,71
mg ¢!, mientras que los tratamientos 42P4 y Fertilizado presentaron
concentraciones similares (2,55 y 2,51 mg g™, respectivamente). Sin embargo, el
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(-)-galato de gallocatequina mostré6 un comportamiento inverso donde el Control

presento la menor concentracion (7,89 mg g).

En la familia de los acidos fendlicos la mayor concentracion total se encontré en el
tratamiento Control (71,82 mg g*), seguido por el Fertilizado (35,94 mg g*) y 42P4
(22,03 mg g™) que no mostraron diferencias significativas entre ellos. Mientras que
la menor concentracion se encontr6 en el tratamiento de la 6011. Como se muestra
en la Figura 3.8, el 4cido galico se encontré6 en una mayor concentracion en el
Control (48,87 mg g*), seguido por el tratamiento Fertilizado donde fue bastante
menor (4,98 mg g) y en los tratamientos 6011 y 42P4 no se detecté &cido galico.
El acido cinamico fue el compuesto mas abundante en los tratamientos Fertilizado
e inoculados con 6011 y 42P4, mientras que se encontré6 en menor concentracion
en el tratamiento Control. En el Fertilizado fue donde se encontré el mayor nimero
de compuestos diferentes, seguido por el Control, la 60I1 y la 42P4 que
mayoritariamente solo produjo acido cinamico. Sin embargo, existen reportes que
la inoculacion con diferentes cepas de Pseudomonas incrementa el contenido de
acidos fendlicos con respecto al Control en plantas infectadas con patégenos
(Singh et al., 2003; Singh et al., 2012).
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Control 6011

O 0O

Total=71.82 Total=6.12
42P4 o
Fertilizado

Bl Acido galico
Bl Acido siringico
B Acido cinamico
Bl Acido p-cumarico
= Acido ferulico

Total=22.03 Total=35.94

Figura 3.8. Contenido de acidos fendlicos cuantificados en plantines de pimiento cultivados en
bandejas e inoculados con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin bacterias); 60I1:
Cellulosimicrobium 6011; 42P4: Pseudomonas 42P4 y Fertilizado.

En esta investigaciéon la mayor concentracion de la familia estilbenoides se
encontraron en el tratamiento Control (25,93 mg g), seguido por el tratamiento
Fertilizado (13,41 mg g?) y el inoculado con la cepa 42P4 (3,85 mg g?), y
nuevamente encontramos el menor valor en los plantines inoculados con la cepa

6011, como se muestra en la Figura 3.9.
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Total=4.23

Control

Total=25.93

42P4 Fertilizado

Hl Polidatina

Bl Trans-resveratrol
Bl E-viniferin

Bl Pterostilbeno

Total=3.85 Total=13.41

Figura 3.9. Contenido de estilbenoides cuantificados en plantines de pimiento cultivados en
bandejas e inoculados con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin bacterias); 60I1:
Cellulosimicrobium 6011; 42P4: Pseudomonas 42P4 y Fertilizado.

El conocimiento actual de los estilbenoides en algunas solanaceas es limitado. En
la familia de las solanaceas a la que pertenece el pimiento se ha reportado
resveratrol en el hollejo de diferentes cultivares de tomate (Ragab et al., 2006;
Riviere et al., 2012). Los genes que codifican la estilbeno sintasa, es una familia
multigénica y estan presentes en varios taxones, por consiguiente, la expresion
diferencial de genes presentes en un ancestro comun a lo largo de la evolucién
podria haberse perdido o desactivado total o parcialmente en algunas especies,
mientras que en otras especies se expresaron los mismos genes como estrategia
de defensa ante condiciones ambientales adversas (Larsson, 2007; Riviere et al.,

2012). En plantas de pimiento sometidas a altas concentraciones de CO, se han
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identificado algunos genes expresados diferencialmente involucrados en la
biosintesis de estilbenoides (Zhang et al., 2020). La presencia de estilbenoides
libres (piacetanol, trans resveratrol y polidatina) y ligados (piacetanol y trans
resveratrol) en semillas de pimiento recién germinadas fue reportada en el
Capitulo 2 de esta tesis (Lobato et al., 2021).

En el presente estudio también se cuantifico polidatina, las mayores
concentraciones correspondieron al Control (21,02 mg g*), mientras que en los
tratamientos 42P4 y Fertilizado las concentraciones no superaron el 24% con
respecto al Control. Las altas concentraciones de polidatina en el Control
contrastan con las bajas concentraciones de trans-resveratrol (3,10 mg g?). La
polidatina es un glucésido del resveratrol, es posible que las bajas
concentraciones de trans-resveratrol en el Control se deban a que este compuesto
se encuentra en forma glicosilada como polidatina. Mientras que en el tratamiento
inoculado con la cepa 42P4 se cataboliz6 la polidatina a trans-resveratrol, el cual
por medio de oxidaciéon dio otro tipo de estilbenoides como e-viniferina y
pteroestilbeno. Se ha reportado que la cepa de Bacillus natto pueden inducir la
transformacién de la polidatina de Pediomelum cuspidatum en resveratrol (Fan et
al., 2021).

En el presente estudio, la desviacion de los fotoasimilados producto del
metabolismo primario hacia la sintesis de estilbenoides parece ser una estrategia
que limita el crecimiento y desarrollo de los plantines no inoculados, es posible
que la turba como sustrato inerte y pobre en nutrientes induzca a las plantas a
producir estilbenoides. Se sabe que la produccion de estilbenoides en las plantas
es un mecanismo de defensa que esta reservado para superar el ataque de
insectos y patdégenos, aunque su sintesis también se puede inducir en respuesta a
una amplia gama de factores de estrés bidticos y abidticos, particularmente dentro

de las hojas (Riviere et al., 2012).

La floridzina solo se detecté en el Control con una concentracién de 1,26 mg g™.

La presencia de floridzina en el tratamiento Control puede estar relacionada con
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susceptibilidad al atague de insectos. Por otra parte, se sabe que la floridzina
estimula la produccion de enzimas AIA oxidasas involucradas en la degradacion
de las auxinas (Grochowska & Ciurzynska, 1979) e inhibe el crecimiento y
disminuye del contenido de clorofila (Gosch et al., 2010; Nicola et al., 2016). Este
efecto deletéreo sobre las auxinas puede ayudar a explicar por qué en este
estudio las plantas Control presentaron menor desarrollo que las plantas
inoculadas con las PGPR en las cuales no se detectd floridzina. Ademas, la
floridzina es degradada con facilidad por los microorganismos del suelo (Stanisi¢
et al., 2018). Lo que explica por qué no fue detectada en los tratamientos

inoculados con las PGPR.

Los resultados obtenidos tras la inoculacion de plantines de pimiento cv. Calafyuco
INTA con las cepas PGPR demuestran una mejora significativa en el area foliar,
contenido de nitrdgeno, contenidos de clorofila a y total, asi como en el peso seco
de la parte aérea y de la raiz. El efecto de la inoculacion con las PGPR es similar
al producido por la aplicacion de un fertilizante de origen mineral. Ademas, la
inoculacién modificé los niveles de compuestos fendlicos en los plantines, las
mayores diferencias se observaron en los niveles de los compuestos que
pertenecen a la familia de los flavonoides, muchos de los cuales favorecen el

crecimiento de los plantines.

No obstante, es necesario estudiar el efecto de la inoculacion en condiciones de
invernaculo, por lo cual se propone abordar en el siguiente capitulo el efecto de la
inoculacién con las PGPR sobre plantas de pimiento cultivadas en macetas para
realizar un seguimiento completo durante el desarrollo fenolégico de las plantas y

estudiar algunos aspectos relacionados con el componente rendimiento.
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CAPITULO 4: Evaluacion del efecto de lainoculacion de plantas de pimiento

cultivar Calafyuco INTA con PGPR nativas

I. Introduccién

En cada etapa de desarrollo, las plantas deben redistribuir los nutrientes en
diferentes organos. Durante la etapa denominada desarrollo vegetativo y hasta
alcanzar la madurez reproductiva se producen una serie de cambios que estan
bien documentados. Si bien el mas obvio de los cambios es la aparicion de flores,
también cambia la morfologia y fisiologia de las hojas y los brotes vegetativos
(Poethig, 2010).

Como se menciond en los capitulos anteriores, existen numerosos reportes sobre
el efecto benéfico de las PGPR para mejorar el crecimiento, vigor, sanidad,
establecimiento y rendimiento de diferentes especies horticolas (Porcel et al.,
2014). La biofertilizacion con PGPR es considerada en la actualidad como una
alternativa prometedora a los fertilizantes quimicos o inorganicos, constituyendo
una poderosa herramienta en la agricultura organica y la restauracion de suelos
degradados (De-Bashan et al., 2012; Gouda et al., 2018).

Ademas, las PGPR nativas tienen la capacidad de aliviar las tensiones
ambientales a las que frecuentemente estan sometidas las plantas, debido a que
suelen adaptarse facilmente a las condiciones locales de los suelos de donde
fueron aisladas, soportando el estrés ambiental ocasionado por gradientes
extremos de temperatura, altas concentraciones de sales en el suelo y estrés
hidrico (Grover et al., 2011; Cordero et al., 2018; Pérez-Rodriguez et al., 2021).

Para utilizar cepas de PGPR nativas como inoculantes se debe realizar un
proceso largo y complejo, el cual podemos resumir en los siguientes pasos: 1)
aislamiento, 2) seleccion, 3) caracterizacion y 4) identificacion taxonomica de las
bacterias. Posteriormente se realizan ensayos en condiciones de laboratorio para

finalmente probarlas bajo condiciones controladas caracterizando los efectos
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benéficos atribuibles a las cepas bacterianas en su interaccion con las plantas
(Tabassum et al., 2017).

En los capitulos anteriores se estudiaron los cambios producidos en la morfologia,
fisiologia y perfil de compuestos fendlicos en semillas y plantines de pimiento
inoculados con diferentes PGPR. En este capitulo se abordard el efecto de la
inoculacion en plantas cultivadas en macetas y en invernaculo. En este contexto,
el cultivo de plantas en invernaculos ofrece la posibilidad de controlar la
intensidad, uniformidad y frecuencia de los factores que afectan el desarrollo de
las plantas y garantiza una O6ptima distribucion espacial de los tratamientos

experimentales.

Il. Objetivo especifico

3. Estudiar en plantas de pimiento Calahorra (cv. Calafyuco INTA) inoculadas con
PGPR los cambios morfologicos, fisiolégicos y bioquimicos y compararlas con
plantas fertilizadas y sin fertilizar.

lll. HipoGtesis

3. La inoculacién con PGPR incrementa el crecimiento y desarrollo de la planta de

manera similar a como lo hacen los fertilizantes quimicos.

IV. Materiales y métodos

A. Material vegetal: se emplearon semillas de Capsicum annuum cv. Calafyuco
INTA gentilmente suministradas por el Dr. Claudio Galmarini (Instituto Nacional de

Tecnologia Agropecuaria, INTA-La Consulta).
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B. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal: las cepas utilizadas
fueron: Cellulosimicrobium 60I1 (6011), Ochrobactrum 53F (53F), Enterobacter
64S1 (64S1) y Pseudomonas 42P4 (42P4). Las rizobacterias se hicieron crecer de

acuerdo a la metodologia descrita en el capitulo 2 de la presente tesis.

C. Germinacién de las semillas: las semillas se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 20% por 1 min y posteriormente se lavaron 3 veces con agua destilada
estéril para eliminar los restos de desinfectante. Las semillas se sembraron en
bandejas que contenian sustrato estéril (Kekkila, turba Sphagnum, Finlandia) y se
trasladaron al inverndculo con una temperatura de (24-26 °C de temperatura
media diaria, 14 horas de luz y 10 de oscuridad, y 700-750 umol m? s* de
intensidad de luz). Posteriormente, cuando los plantines presentaron el primer par
de hojas verdaderas se inocularon con la cepa correspondiente a cada tratamiento
y a los 25 dias después de la inoculacion se trasplantaron a macetas de (30 L) que
contenian una mezcla de 50% de sustrato y 50% de arena.

D. Disefio experimental: se establecié un disefio completamente aleatorizado de
6 tratamientos, con tres repeticiones de 10 semillas cada uno. Después de la
aparicion del primer par de hojas verdaderas cada plantula se inoculdé con 1000 pL
(1x10® UFC ml™*) de medio conteniendo la cepa correspondiente al tratamiento.

Los tratamientos fueron los siguientes:

T1. Plantas fertilizadas con Hakaphos® 7-12-40.
T2. Plantas inoculadas con 42P4.

T3. Plantas inoculadas con 6011

T4. Plantas inoculadas con 64S1.

T5. Plantas inoculadas con 53F.

T6. Control, plantas inoculadas con medio LB.

E. Variables evaluadas: a los 75 d.d.s. se evaluaron los siguientes parametros
morfologicos: altura de la planta y didmetro del tallo. Para calcular el area foliar se
tomaron fotografias y se procesaron con el software Micrometrics SE Premium. A

los 90 d.d.s. se determinaron los siguientes parametros fisiolégicos: conductancia
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estomatica fue determinada con un porometro (Decagon Devices, Model SC-1,
USA), la eficiencia maxima del fotosistema Il (Fv/Fm) fue determinado con un
fluorometro (Hansatech Instruments LTD), el indice de clorofila (SPAD) se
determiné con un medidor de contenido de clorofila (SPAD-502, Konica Minolta
sensing). Se colectaron hojas para las determinaciones posteriores de nitrogeno,
pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores. Al momento de la floracion se
determind el nimero de flores por planta y los dias a floracion. A los 110 dias se
determinaron los parametros de produccion: numero de frutos por planta, peso,
longitud y diametro de los frutos. Finalmente se colectaron las plantas y se evalué

elpeso seco de la parte aérea y de laraiz..

F. Determinacion de nitrogeno: se realiz6 siguiendo la misma metodologia

descripta en el Capitulo 3 del presente trabajo de tesis.

G. Pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores: las determinaciones se
realizaron espectrofotométricamente como se describe en el capitulo 3 de la

presente tesis.

H. Extraccion de compuestos fendlicos: los compuestos fendlicos se extrajeron

de acuerdo con el procedimiento previamente descripto en el Capitulo 3.

I. Analisis de compuestos fendlicos: el perfil de compuestos fendlicos en los
extractos de hojas de los diferentes tratamientos se realizd utilizando la misma

metodologia descripta previamente en el Capitulo 3.

J. Analisis estadistico: los datos se procesaron mediante andlisis de varianza
seguido por un test de Duncan. Se utiliz6 el software estadistico InfoStat (InfoStat
version 2018v. Grupo InfoStat, Argentina). Para la construccion de los graficos se

empleod el software GraphPad Prism 7, San Diego, CA.
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V. Resultados y discusion

A. Efecto de la inoculacién con PGPR sobre el desarrollo de plantas de

pimiento cultivadas en macetas bajo condiciones de invernéculo

La inoculacion de plantines de pimiento con las diferentes rizobacterias en estudio
incremento el peso seco de las hojas y de la parte aérea de las plantas (hojas mas
tallos), como se muestra en la Figura 4.1. EI mayor incremento de estas variables
se observd en el tratamiento Fertilizado, seguido por la cepa 42P4, y
posteriormente las cepas 60I1, 64S1 y 53F que se diferenciaron del Control sin
inocular. Resultados similares se evidenciaron en la etapa de plantin y ademas
han reportado en otras investigaciones en las cuales PGPR de distintos géneros
han aumentado de forma significativa la materia seca en cultivos como Kkiwi,
garbanzo y maiz (Erturk et al., 2010; Karnwal & Kumar, 2012; Amogou et al., 2018;
Gaurav & Pallavi, 2020).
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Figura 4.1. a) Peso seco de las hojas y, b) Peso seco de la parte area de plantas de pimiento
cultivadas en macetas y tratadas con: Fert: Fertilizado; 42P4: Pseudomonas 42P4; 60I1:
Cellulosimicrobium 6011; 64S1: Enterobacter 64S1; 53F: Ochrobactrum 53F y Control (sin bacteria).
Letras diferentes indican diferencias significativas.
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De igual forma, se observo un incremento en el peso seco de la raiz y el diametro
del tallo, como se muestra en la Figura 4.2 a y b. Todas las cepas de PGPR
inoculadas incrementaron el peso seco de la raiz en igual magnitud,
diferenciandose del tratamiento Control, observandose los mayores incrementos
en el tratamiento Fertilizado. Resultados similares relacionados al aumento del
peso seco de la raiz se han informado con el uso de PGPR en diferentes cultivos
como albahaca, tomate, arroz y trigo (Ordookhani et al., 2011; Zare et al., 2011;
Sharafzadeh, 2012; Sen & Chandrasekhar, 2014; Naili et al., 2018).

Los tratamientos Fertilizado, 64S1 y 6011 incrementaron el diametro del tallo de las
plantas (16, 13y 11%, respectivamente), seguidos por la inoculacion con la cepa
42P4. El incremento en este parametro es importante porque esta relacionado con
el vigor de la planta. Sin embargo, la cepa 53F no modificd el diametro del tallo
que fue similar al Control. En un estudio en plantas de maiz y girasol inoculadas
con Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas sp también se reportd un
incremento en el diametro del tallo que concuerda con los resultados encontrados
en la inoculacion con las cepas 64S1, 6011 y 42P4. Ademas, informaron el
incremento de otros parametros vegetativos como la biomasa de los brotes y la
altura de las plantas (Abbaszadeh-Dahaji et al., 2021).
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Figura 4.2. a) Peso seco de la raiz y, b) Diametro del tallo, de plantas de pimiento cultivadas en
macetas y tratadas con: Fert: Fertilizado; 42P4: Pseudomonas 42P4; 60I1: Cellulosimicrobium
60I11; 64S1: Enterobacter 64S1; 53F: Ochrobactrum 53F y Control (sin bacteria). Letras diferentes

indican diferencias significativas.
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Con respecto a los resultados obtenidos del contenido de nitrégeno se observa
que las hojas con mayor contenido correspondieron a los tratamientos inoculados
con las PGPR y al Fertilizado con respecto al Control (sin inocular), como se
muestra en la Figura 4.3. Los tratamientos 42P4 y 60I1 mostraron la mayor
concentracion de nitrogeno, superando al Control (48% y 41% respectivamente),
mostrando un comportamiento similar al tratamiento Fertilizado. Las plantas
inoculadas con las cepas 64S1 y 53F superaron al control (29% y 18%,
respectivamente). El nitrdgeno es un nutriente esencial para el desarrollo
vegetativo de las plantas, debido a que se encuentra directamente relacionado con
la calidad y cantidad de tallos y hojas necesarios para el llenado de frutos en la
etapa productiva. El uso de las PGPR en estudio permitiria realizar la fertilizacion
nitrogenada de forma eficiente y contribuiria a reducir los elevados costos de la
fertilizacion mineral en los cultivos de pimiento. Estos resultados concuerdan con
lo publicado por otros autores en cultivos de trigo, remolacha, arveja y batata (Dal
Cortivo et al., 2017; Artyszak & Gozdowski, 2020; Ejaz et al., 2020; Yasmin et al.,
2020).

P<0.0085

Nitroégeno (%)

Fert 42P4 6011 64S1 53F Control

Figura 4.3. Contenido de nitrégeno en hojas de plantas de pimiento cultivadas en macetas, a los
60 dias después del tratamiento con Fert: Fertilizado; 42P4: Pseudomonas 42P4; 60I1:
Cellulosimicrobium 6011; 64S1: Enterobacter 64S1; 53F: Ochrobactrum 53F y Control (sin bacteria).

Letras diferentes indican diferencias significativas.
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B. Efecto de la inoculacion con PGPR sobre parametros fisioldgicos de

plantas de pimiento cultivadas en macetas bajo condiciones de invernaculo

La inoculacion con PGPR modificd los parametros fisiologicos en las plantas de
pimiento como se muestra la Figura 4.4 a y b. Los tratamientos 64S1, 42P4,
Fertilizado, 53F y 6011 incrementaron la conductancia estomatica (24; 21; 21; 18 y
15%, respectivamente) con respecto al Control. Una mayor conductancia
estomatica con frecuencia esta asociada a una mayor tasa de fotosintesis.
Resultados similares se encontraron en plantas de arroz inoculadas con P.
koreensis y Bacillus coagulans (Hafez et al., 2019). La eficiencia del fotosistema |l
en este estudio se increment6 de forma similar en los tratamientos inoculados y en
el Fertilizado, superando al Control hasta en un 10%. Estos resultados pueden ser
observados en la Figura 4.4 b. Se han reportado mejoras significativas en la
eficiencia del fotosistema Il y la fotosintesis en plantas de Capsicum chinense
inoculadas con Bacillus cereus, B. subtilis y B. amyloliquefaciens (Samaniego-
Gamez et al., 2016).

1507 P<0.0025
0.901 P<0.0009

Fert 42P4 6011 6451 53F Control Fert 42P4 6011 64S1 53F Control

Figura 4.4. a) Conductancia estomatica y, b) eficiencia del fotosistema Il de plantas de pimiento
cultivadas en macetas y tratadas con: Fert: Fertilizado; 42P4: Pseudomonas 42P4; 60I1:
Cellulosimicrobium 60I11; 64S1: Enterobacter 64S1; 53F: Ochrobactrum 53F y Control (sin bacteria).

Letras diferentes indican diferencias significativas.

El aumento del fotosistema Il y el indice de clorofila estan estrechamente

relacionados con una mejor nutriciébn nitrogenada de la planta. En este caso las
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plantas inoculadas con bacterias y el tratamiento Fertilizado presentaron un mayor
indice de clorofila que el tratamiento Control, como se muestra en la Figura 4.5. El
tratamiento 42P4 present6 el mayor incremento del indice de clorofila (10 %)
superando al Control. Resultados similares se encontraron tras la inoculacion de
Brachiaria brizantha con las PGPR P. fluorescens y Burkholderia pyrrocinia las
cuales solas y combinadas incrementaron el indice de clorofila 14 dias después de
la emergencia de las plantulas (Lopes et al., 2018).

P<0.0099

5017

indice de clorofila (SPAD)

Fert 42P4 6011 64S1 53F Control

Figura 4.5: indice de clorofila de plantas de pimiento cultivadas en macetas y tratadas con: Fert:
Fertilizado; 42P4: Pseudomonas 42P4; 60I1: Cellulosimicrobium 60I1; 64S1: Enterobacter 64S1;

53F: Ochrobactrum 53F y Control (sin bacteria). Letras diferentes indican diferencias significativas.

Los contenidos de pigmentos fotosintéticos (clorofila a y total), asi como los
carotenoides fueron mayores en todos los tratamientos inoculados y en el
Fertilizado con respecto al Control como se muestra en la Tabla 4.1. Estos
resultados concuerdan con lo encontrado en las determinaciones de conductancia
estomética, eficiencia fotosintética y con el indice de clorofila presentados
anteriormente. Resultados similares se encontraron en plantas de Salvia officinalis
inoculadas con A. lipoferum, Azotobacter, Pseudomonas y Enterobacter, donde los
resultados indicaron un incremento significativo en el contenido de clorofila a y

total, asi como en el area foliar y el nimero de ramas florales (Anbi et al., 2020).

La inoculacién no modifico los niveles de carotenoides ni de antocianas, y estos

resultados son similares a los encontrados en la etapa de plantin.
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Tabla 4.1: Clordfila a, clorofila b, clorofila total, carotenoides, compuestos fendlicos totales (OD305)
y antocianinas (ODs,6) de plantas de pimiento 90 dias después de tratadas con: Fertilizado; 42P4:
Pseudomonas 42P4; 6011: Cellulosimicrobium 60I1; 64S1: Enterobacter 64S1; 53F: Ochrobactrum

53F y Control (sin bacteria).

Tratamientos Clorofile_ila Clorofilc’_;\lb Clorofila F?tal Caroteno!ijes Antociani_rl1as
Hg mg Hg Mg Hg mg Hg mg Hg mg

Fertilizado 5,03+0,58a 2,10+0,25a 7,13#0,63a 1,58+0,19a  0,34<0,0l1a
42P4 5,00+0,36a 2,08+0,23a 7,08+0,42a 1,36%0,11a 0,32<0,0la
6011 4,98+0,65a 2,01+0,32a 7,11+0,72a 1,42+0,08a 0,29<0,01a
64S1 5,01+0,47a 2,04+0,18a 7,05+0,50a 1,45+0,10a 0,30<0,0la
53F 5,01+0,56a 2,07+0,28a 7,08+0,62a 1,38+0,16ab 0,33<0,0la
Control 4,32+1,21b 2,00+0,30a 6,32+1,24b  1,17+0,14b  0,32<0,01a

Letras diferentes indican diferencias significativas por columna.

Otro parametro que suele ser modificado con la inoculacion con PGPR son los
dias a floracién. En esta tesis, la inoculacion no modificé los dias a floracion y
todos los tratamientos comenzaron a florecer en el mismo periodo. Sin embargo,
en cuanto al numero de flores por planta todos los tratamientos se diferenciaron
del Control excepto el tratamiento 64S1. El tratamiento con mayor ndmero de
flores fue el Fertilizado, seguido en orden descendiente por los tratamientos 42P4,

6011, 53F y Control, como se muestra en la Tabla 4.2.

Un mayor numero de flores se encuentra relacionado con una mayor probabilidad
de cuajado de frutos lo que se asocia con un incremento del rendimiento.
Resultados similares se han reportaron tras la inoculacion con distintas PGPR en
plantas de crisantemo (Kumari et al., 2016), mora (Robledo-Buritica et al., 2018) y

tomate cherry (Aini et al., 2019).

El nimero de frutos por planta fue similar para los tratamientos Fertilizado, 42P4,
6011 y 64S1, los cuales se diferenciaron del Control. Los frutos mas largos se
registraron en los tratamientos Fertilizado, 42P4 y 6011 superando al Control (en
9,01; 8,39 y 8,06%, respectivamente). Los frutos con mayor didmetro se

encontraron en los tratamientos 64S1, 42P4 y 53F con aumentos de 9,14; 7,47 y
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6,16% respectivamente, con respecto al Control. Los frutos con mayor peso seco
correspondieron a los tratamientos Fertilizado, 42P4, 6011 y 53F con aumentos
gue superaron al Control (67,42; 44,88; 42,42 y 37,50% respectivamente).

Los resultados encontrados en esta tesis estan validando la efectividad de la
inoculacién con PGPR nativas de Mendoza en pimiento. De acuerdo con estos
resultados las cepas mas efectivas para incrementar los parametros del
rendimiento fueron 42P4, 6011, 53F y 64S1. El incremento en el nUmero y el peso
de los frutos también ha sido reportado en plantas de fresa inoculadas con cepas
PGPR (lpek et al., 2014; Kurokura et al., 2017).

Tabla 4.2: Efecto de las cepas PGPR sobre el rendimiento de plantas de pimiento cultivadas en
macetas bajo condiciones de invernaculo. Tratamientos: Fertilizado; 42P4: Pseudomonas 42P4;
6011: Cellulosimicrobium 60I1; 64S1: Enterobacter 64S1; 53F: Ochrobactrum 53F y Control (sin
bacterias).

Tratamientos ﬂDias.g N° Flores/  N° Frutos/ Largo del Diametro P;jlofrsug[(;o
oracién Planta planta fruto del fruto @)
Fertilizado 90,00 15,20+1,67a 7,96+0,77a 94,10+4,09a 60,98+2,22b 8,84+1,06a
42P4 90,00 14,36+1,62a 7,20+0,48a 93,57+3,46a 62,86+2,25a 7,65+0,99a
6011 90,00 14,53+1,54a 7,42+0,53a 93,28+3,85a 60,35+2,20b 7,52+1,04a
64S1 91,00 11,18+1,49b 7,00+0,51a 89,13+2,54ab 63,841+2,91a 6,97+0,98b
53F 90,00 13,15%#1,28a 5,98+0,39b 92,56+4,24a 62,11+2,23a 7,26%1,02a
Control 91,00 10,76+1,23b 5,67+0,36b  86,32+3,20b 58,49+1,90c 5,28+0,97c

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas por columna.

C. Andlisis de componentes principales (ACP)

Para evaluar el comportamiento de cada cepa en funcidon de los parametros
evaluados se realiz6 un ACP seleccionando aquellos componentes principales
(CP), que tuvieron valores (V) mayores a uno, como se muestra en la Tabla 4.3, y
en cada componente se extrajeron las variables que presentaron un mayor peso,
ver Tabla 4.4. El 98% de la variabilidad fue explicada por los primeros cuatro CP.

El primer CP explico el 76%, el segundo CP 12%, el tercero CP 6% y el cuarto CP
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el 4%, como se muestra en la Tabla 4.3. Las variables que mas contribuyeron a

explicar la variabilidad en los CP1 y CP2 se muestran en la Tabla 4.4.

Los autovectores el y e2 reportados muestran los coeficientes con que cada
variable original fue ponderada para conformar los CP1 y CP2. Las variables que
mas aportaron para la construccion del CP1 fueron peso seco del fruto, clorofila
total, carotenoides, eficiencia del fotosistema IlI, clorofila total, clorofila a, peso
seco aéreo, largo del fruto, peso seco de la raiz, peso seco de hojas, nUmero de
frutos e indice de clorofila. Las variables con mas importancia para la construccion
del CP2 fueron diametro del fruto, conductancia estomatica y nimero de flores

como se muestra en la Tabla 4.4.

Tabla 4.3. Autovalores del analisis de componentes principales del efecto de las cepas de PGPR

sobre parametros evaluados en plantas de pimiento cultivadas en macetas bajo condiciones de

invernaculo.

Lambda Valor Proporcion Z(r:?j%]ol;ggg
1 12,85 0,76 0,76
2 2 0,12 0,87
3 0,99 0,06 0,93
4 0,76 0,04 0,98
5 0,4 0,02 1
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Tabla 4.4. Autovectores del analisis de componentes principales del efecto de las cepas de PGPR
sobre parametros evaluados en plantas de pimiento cultivadas en macetas bajo condiciones de

invernaculo.

Variables el e2
Peso seco de hojas 0,25 -0,15
Peso seco aéreo 0,26 -0,14
Peso seco raiz 0,25 -0,19
Diametro del tallo 0,22 -0,1
Conductancia estomética 0,19 0,44
Eficiencia del fotosistema Il 0,27 0,06
indice de clorofila 0,24 0,15
Clorofila a 0,26 0,18
Clorofila b 0,19 0,06
Clorofila total 0,26 0,21
Carotenoides 0,27 -0,06
Compuestos fendlicos totales 0,27 0,12
Ndmero de flores 0,23 -0,31
Ndmero de frutos 0,24 -0,17
Largo del fruto 0,25 -0,14
Diametro del fruto 0,15 0,54
Peso seco del fruto 0,27 -0,15

Como puede verse en la Figura 4.6, las variables que integran los CP1 y CP2
separan los tratamientos Fertilizado, 42P1 y 60I1 en un grupo, mientras que los
tratamientos 53F3 y 64S1 conforman otro grupo y por ultimo se encuentra el
tratamiento Control separado de los demas tratamientos. Esto indica que la
inoculacion con las PGPR 42P4 y 60I1 permiten obtener resultados similares a los

encontrados con la fertilizacién quimica.

Resultados similares fueron reportados en plantas de Cannabis sativa donde la
inoculaciéon con las cepas PGPR increment6 el crecimiento de las plantas, el
contenido de compuestos fendlicos totales y de cannabinoides obteniendo
resultados iguales a los inducidos por la fertilizacion inorganica recomendada
(Pagnani et al., 2018). Adesemoye et al., (2008) informaron que la inoculacion de
plantas de maiz con la cepa PGPR Bacillus sp. incremento el rendimiento de

granos de forma similar al tratamiento fertilizado con nitrato de amonio. Resultados
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similares fueron encontrados en trigo con Azospirillum sp. (Turan et al., 2010) y en

cartamo (Nosheen et al., 2018).

8,004

4,00

64S1
53F °
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Figura 4.6. Biplot del andlisis de componentes principales del efecto de las cepas PGPR sobre
parametros evaluados en plantas de pimiento cultivadas en macetas bajo condiciones de
invernaculo. Tratamientos: Fertilizado; 42P4: Pseudomonas 42P4; 60I1: Cellulosimicrobium 60I1;
64S1: Enterobacter 64S1; 53F: Ochrobactrum 53F y Control (sin bacterias). Letras diferentes

indican diferencias significativas.

D. Efecto de la inoculacién con PGPR sobre perfil de compuestos fendlicos

de plantas de pimiento

Se evaluaron los cambios en el perfil de compuestos fendlicos entre los
tratamientos Control, 6011, 42P4 y Fertilizado. Se cuantificaron 18 compuestos que
se agrupan en cuatro familias segun su estructura quimica: alcoholes fendlicos,
flavonoides, acidos fendlicos y estilbenoides, como se muestra en la Tabla 4.5.
Los resultados mostraron una mayor concentracibn de la sumatoria de
compuestos fendlicos en las plantas tratadas con 42P4, que no tuvo diferencias
significativas con el tratamiento Fertilizado, y ambos se diferenciaron del Control y

del tratamiento 60I1.

Tesis Doctoral Miguel Andrés Lobato-Ureche Pagina 115



Tabla 4.5. Perfil de compuestos fendlicos observados en plantas de pimiento cultivadas en
macetas e inoculadas con las PGPR en estudio. Los resultados cuantitativos estan expresados en

mg g~ de materia seca.

Compuesto Control 6011 42P4 Fertilizado
Compuestos fendlicos

Alcoholes fendlicos simples
Hidroxitirosol 1,69+0,26b  0,75+0,08c 0,15+0,01c 4,37+0,26a
Tirosol 0,48+0,10a  0,46+0,08a 0,56+0,08a 0,55+0,02a
> Alcoholes
fenélicos simples 2,17+0,27b 1,21+0,11c 0,71+0,08¢c 4,92+0,26a
Flavonoides
(+)-Catequina n,d,* n,d,* 0,82+0,28 n,d,*
Rutina 0,92+0,28c  0,15+0,01b 2,93+0,03a 2,95+0,08a
(-)-Galato de
gallocatequina 12,15+1,07c  15,61+2,34b 35,98+2,42a 30,95+2,69a
(-)-Galato de
epigallocatequina 4,14+0,25b 0,65+0,06¢ 8,25+0,23a 0,69+0,06¢
Quercetina 0,68+0,16¢c  0,78+0,09c 15,97+0,31a 11,13+0,36b
Astilbina n,d,* n,d,* 8,85+0,96b 25,80+1,69a
Naringina 24,66+0,57c 32,91+1,80b 54,93+3,37a 68,68+3,24a
Naringenina n,d,* n,d,* 0,39+0,04 0,36+0,06
Miricetina 3,03+0,23b  2,28+0,19b 10,31+0,96a 11,43+1,28a
Procianidina B1 n,d,* n,d,* 2,14+1,02 n,d,*
> Flavonoides 45,58+2,07c 52,38+4,48c 140,55+2,31b 151,99+0,53a
Acidos fenodlicos
Acido cinamico 8,31+0,30b  3,35%0,66¢ 32,07+4,45a 28,92+2,62a
Acido p-cumarico 0,83+0,57a  0,20+0,02c 0,32+0,10c 0,44+0,00b
chdo ferdlico n,d,* 1,95+0,23c 7,24+0,45a 6,60+0,21b
> Acidos
fendlicos 9,14+0,64b 5,5+0,69c¢ 39,63+4,47a 35,96+2,62a
Estilbenoides
Polidatina 10,83+1,77a  0,81+0,08c 2,68+0,19b 3,62+0,25b
Trans-resveratrol 3,28+0,94b  3,36+0,25b 7,89+2,37a 3,99+0,64b
Pteroestilbeno 2,05+0,25a 1,89+0,51a 1,40+0,21b 1,63+0,12b
Y Estilbenoides 16,16+2,0la 6,06+0,57c 11,97+2,38b 9,24+0,69b
> Compuestos
fenolicos totales  73,02+45,58b  65,13+5,22b 192,83+0,63a 202,81+3,02a

Letras diferentes indican diferencias significativas (por fila). Los resultados vienen dados por el
valor medio (n = 3; tres determinaciones independientes, incluida la extraccion y la posterior

inyeccion) + desviacion estandar. *: no detectable.
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Para una mejor interpretacion de los resultados se realizaron graficos circulares
para cada una de las familias de compuestos fendlicos estudiadas, es decir
alcoholes fendlicos simples, flavonoides, acidos fendlicos y estilbenoides. En este
tipo de gréaficos cada porcion representa la abundancia de un compuesto fendlico

dentro de cada familia.

En plantas cultivadas en condiciones de invernaculo, la mayor concentracion de
alcoholes fendlicos simples (hidroxitirosol y tirosol) se encontré en el tratamiento
Fertilizado (4,92 mg g™), seguido por el Control (2,17 mg g}), mientras que los
tratamientos de inoculacion mostraron un comportamiento similar sin diferencias

significativas, como se muestra en la Tabla 4.5.

En la Figura 4.7, donde podemos observar la presencia relativa de cada
compuesto, siendo el mas abundante el hidroxitirosol (4,37 mg g™), mientras que
la menor concentracion del mismo se encontrd en el tratamiento 42P4 (0,15 mg g
1. No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de tirosol
entre los tratamientos; sin embargo, en el tratamiento 42P4 el tirosol fue mas

abundante que el hidroxitirosol.
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Control 6011

Total=2.17 Total=1.21

42P 4 Fertilizado
Bl Hidroxitirosol
Bl Tirosol
Total=0.71 Total=4.92

Figura 4.7: Contenido de alcoholes fendlicos simples determinados en plantas de pimiento
cultivadas en macetas tratadas con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin bacterias);
6011: Cellulosimicrobium 60I1; 42P4: Pseudomonas 42P4 y Fertilizado.

En la familia de los flavonoides, se identificaron y cuantificaron los siguientes
compuestos: (+)-catequina, rutina, (-)-galato de gallocatequina, (-)-galato de
epigallocatequina, quercetina, astilbina, naringina, naringenina, miricetina y
procianidina Bl. Los perfiles de flavonoides fueron diferentes para cada
tratamiento. La mayor concentracion de flavonoides totales la presento el
tratamiento Fertilizado (152,71 mg g') que se diferencié del resto de los
tratamientos, seguido por el 42P4 (140,55 mg g2), el 6011 (52,38 mg g™) y Control
(45,58 mg gb).

Como se muestra en la Figura 4.8 los niveles mas altos en esta familia
correspondieron a la naringina en los tratamientos Fertilizado (68,68 mg g?) y

42P4 (54,93 mg g). En esta investigacion los compuestos mas abundantes en el
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Control fueron también la naringina y (-)-galato de gallocatequina. En el
tratamiento inoculado con 6011 los compuestos més abundantes fueron también la
naringina y (-)-galato de gallocatequina. Mientras que en los tratamientos 42P4 y
Fertilizado fueron (-)-galato de gallocatequina, quercetina y miricetina. Lo que
confirma que el tratamiento inoculado con la cepa 42P4 se comportan de forma
similar al tratamiento Fertilizado que son los que presentan mayor concentracion y

variedad de estos compuestos.

En este estudio la abundancia de flavonoides en las plantas inoculadas con la
cepa 42P4 puede estar relacionada con una efectiva colonizacion del sistema
radical por parte de las bacterias. Esta bien documentado el rol de los flavonoides
en la sefalizacion que media la colonizacion de las raices por las PGPR (Mierziak
et al., 2014). Se han reportado incrementos en los niveles de flavonoides en
plantas inoculadas de maiz estresadas por cromo (Islam et al., 2016) y en plantas
de tomate estresadas por cadmio (Khanna et al., 2019).

En esta investigacion, los altos niveles de quercetina y naringenina en el
tratamiento 42P4 parecen indicar que las plantas de pimiento acumulan este
compuesto en las hojas, mientras que en los demas tratamientos no inoculados es
posible que la quercetina esté siendo exudada por la raices. Otros autores han
encontrado un comportamiento similar en plantas de soja en presencia de la
PGPR Chryseobacterium balustinum (Dardanelli et al., 2010).

Tesis Doctoral Miguel Andrés Lobato-Ureche Pagina 119



Control 6011

oo

Total=45,58 Total=52.38

(+)-Catequina
Rutina

(~)-Galato de gallecatequina
(-)-Galato de
epigallocatequina
Quercetina
Astilbina
Naringina
Naringenina
Miricetina
Procianidina B1

42P4 Fertilizado

00

Total=140.55 Total=151.99

Figura 4.8: Contenido de flavonoides cuantificados en plantas de pimiento cultivadas en macetas
tratadas con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin bacterias); 6011: Cellulosimicrobium
60I11; 42P4: Pseudomonas 42P4 y Fertilizado.

Como acidos fendlicos, se cuantificaron acido cinamico, acido p-cumarico y acido
fertlico. La mayor concentracion total de acidos fendlicos fue cuantificada en el
tratamiento 42P4 (39,63 mg g™) que no se diferencié del Fertilizado (35,96 mg g™),
seguido por el Control (9,14 mg g*) y 6011 (5,5 mg g*) como se muestra en la
Figura 4.9. Estos compuestos pueden actuar como potentes antifingicos
mejorando la respuesta de las plantas de pimiento frente al atagque de
fitopatdgenos. Estos resultados concuerdan, con estudios realizados en
condiciones in vitro donde observaron incrementos en estos compuestos al
enfrentar cepas de P. aeruginosa y P. fluorescens en presencia del patégeno
Sclerotium rolfsii, el cual es un importante fitopatdgeno en cultivos de pimiento
(Singh et al., 2012). P. fluorescens incremento 19,5 veces los niveles de acido
cinAmico en plantas inoculadas de Cicer arietinum para controlar la infeccion de

Sclerotium rolfsii (Sarma et al., 2002). Resultados similares han sido encontrados
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en plantas de membrillo inoculadas con la PGPR Microccucuce yunnanensis
(Rahimi et al., 2020).

Los tratamientos 42P4 y Fertilizado mostraron altas concentraciones de acido
cinamico y ferdlico, ambos compuestos tienen actividad antifungica. En el
tratamiento 6011 también se detectd la presencia de acido ferulico, mientras que
en el Control no fue detectado. Si bien en el Control se encontré la mayor
concentracién de &cido p-cumarico (0,83 mg g*') estos niveles estan en muy

pequefias concentraciones si los comparamos con los otros acidos fendlicos.

En este estudio, el tratamiento inoculado con la cepa 42P4 presentd la mayor
concentracion de acido ferdlico. En otro estudio Sarma & Singh (2003) reportaron
que dentro los &cidos fendlicos, el acido ferulico es el mas importante con accion
antifangica contra Sclerotium rolfsii (Sarma & Singh, 2003). La presencia de &cido
ferdlico indica que las PGPR no solo promueven el crecimiento, sino que ademas
inhiben la entrada de fitopatdgenos y tienen la capacidad de inducir resistencia en

las plantas (Singh et al., 2012).

Tesis Doctoral Miguel Andrés Lobato-Ureche Pagina 121



Control 6011

Total=9.14 Total=5.5

42P4 Fertilizado
= Acido cinamico
Bl Acido p-cumarico
[ Acido ferdlico
Total=39.63 Total=35.96

Figura 4.9: Contenido de acidos fendlicos cuantificados en plantas de pimiento cultivadas en
macetas tratadas con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin bacterias); 60I1:
Cellulosimicrobium 6011; 42P4: Pseudomonas 42P4 y Fertilizado.

En la familia de los estilbenoides se cuantificaron polidatina, trans-resveratrol y
pterostilbeno. La mayor concentracion de estilbenoides se encontr6 en el
tratamiento Control (16,16 mg g*) que se diferencié significativamente del
tratamiento 42P4 (11,97 mg g*') y del Fertilizado (9,24 mg g*) que fueron
similares; y ambos se diferenciaron del tratamiento 6011 (6,06 mg g*) como se
muestra en la Tabla 4.5. La concentracion total de estilbenoides mostré un
comportamiento similar en los tratamientos 42P4 y Fertilizado como se muestra en
la Figura 4.10. En el Control el compuesto mas abundante fue la polidatina,

mientras que en el tratamiento 42P4 fue el trans-resveratrol.

En este estudio las mayores concentraciones de trans-resveratrol en el tratamiento
42P4 pueden estar beneficiando la sanidad de las plantas de pimiento. Trans-
resveratrol intervine en la respuesta de las plantas frente al ataque de hongos,
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ademas a partir del trans-resveratrol (3, 5, 4'-trihidroxiestilbeno) se produce la
sintesis de otros estilbenoides de gran importancia como piceidos y pterostilbenos
que son, respectivamente glucésidos y dimetilados derivados del resveratrol, los

cuales contribuyen con el sistema de defensas de las plantas (Wani et al., 2018).

Resultados similares se reportaron en otra investigacion donde plantas de vid
inoculadas con Paraburkholderia phytofirmans modulan los niveles de

estilbenoides (Miotto-Vilanova et al., 2019).

Control 6011

Total=16.16 Total=6.06

42P4 Fertilizado

Il Polidatina

Il Trans-resveratrol

Bl Pterostilbeno

Total=11.97 Total=9.24

Figura 4.10: Contenido de estilbenoides cuantificados en plantas de pimiento cultivadas en
macetas tratadas con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin bacterias); 60I1:
Cellulosimicrobium 6011; 42P4: Pseudomonas 42P4 y Fertilizado.

Con los resultados encontrados en este capitulo se puede resumir que las PGPR
nativas inoculadas sobre plantines de pimiento Calafyuco INTA bajo condiciones
de invernaculo incrementan el crecimiento de la planta, el diametro del tallo, el
area foliar, el contenido de clorofila a y total, la eficiencia del fotosistema 1l y los

pardmetros relacionados con el componente rendimiento. Los resultados
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obtenidos sugieren que la inoculacion de plantas de pimiento con PGPR modifican
el perfil de los compuestos fendlicos y los cambios encontrados dependen de la
cepa bacteriana. Pseudomonas 42P4 mostré los mayores incrementos de
compuestos fenolicos mostrando un comportamiento similar al tratamiento
Fertilizado. Para confirmar la efectividad de las cepas se decidid realizar un
estudio en inverndculo en condiciones de salinidad para evaluar si estos

compuestos estaban involucrados en la respuesta frente a estrés abidtico.
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CAPITULO 5: Evaluacion del efecto del estrés salino en plantas de pimiento

cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR nativas

I. Introduccién

La salinidad de los suelos se encuentra entre los principales factores abidticos que
causan estrés en las plantas. Una alta concentracion de sales en la zona de las
raices afecta a la mayoria de las funciones limitando la acumulacion de biomasa y
disminuyendo considerablemente la productividad de los cultivos. La sensibilidad
de las plantas a la salinidad es muy variable y depende de la capacidad para
desarrollar mecanismos fisioldgicos que ayuden a disminuir los efectos deletéreos

de las sales (Hussein et al., 2010; Giorio et al., 2020).

Las respuestas de las plantas al estrés por cloruro de sodio (NaCl) incluyen la
exclusion y compartimentacion del sodio y el cloruro (Wu, 2018). Asi como la
activacion de diversos mecanismos que regulan la produccion excesiva de
especies reactivas de oxigeno (Roy, 2014). De igual forma, el ajuste hormonal
facilita la defensa de las plantas al estrés salino. No obstante, la mayor parte de
las investigaciones de salinidad se centran en el efecto del NaCl y existen menos
estudios sobre el efecto de otras sales que también afectan el desarrollo de las

plantas.

No existe un consenso con respecto a la capacidad de tolerancia del pimiento al
estrés salino. En la década de 1990 el pimiento era considerado un cultivo
moderadamente sensible a la salinidad (Maas, 1990). Sin embargo, estudios
posteriores han demostrado que existe un rango amplio de tolerancia a la
salinidad en diferentes cultivares de Capsicum annuum (Chartzoulakis & Klapaki,
2000; Ruggieroet al., 2019; Giorio et al., 2020). El desarrollo de variedades
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mejoradas tolerantes a la salinidad es imperativo en los programas de
mejoramiento genético, sin embargo, a pesar de los grandes avances en los
campos de la genética y la biologia molecular, solo unos pocos determinantes
genéticos importantes de la tolerancia a la salinidad han sido identificados, por lo
cual la liberacion comercial de variedades tolerantes ha sido limitada (Munns &
Tester, 2008; Schubert et al., 2009; Hahm et al., 2017). Por consiguiente, es
necesario estudiar otras alternativas para abordar la tolerancia a la salinidad que

facilite el cultivo de pimiento en suelos afectados.

El cultivar de pimiento Calafyuco INTA es una variedad mejorada que tiene una
amplia aceptacion por parte de los horticultores de Mendoza, particularmente por
su resistencia a Phytophthora capsici, un importante patégeno en cultivos de
pimiento. Algunos autores han sugerido que los mecanismos que regulan la
respuesta al estrés salino son menos eficientes en las variedades mejoradas de
uso comercial con respecto a parientes silvestres o variedades locales que no han
sido cultivadas por rasgos comerciales (Morton et al., 2019). Esto se encuentra
asociado a que en el proceso de mejoramiento se ha favorecido la seleccion de
rasgos asociados al alto rendimiento en detrimento de la resiliencia ante
condiciones de estrés salino (Fita et al., 2015; Giorio et al., 2020). Sin embargo, no
existe reporte en la literatura respecto al comportamiento del cv. Calafyuco INTA a

la salinidad.

Recientemente se ha considerado el uso de PGPR como una herramienta para
mejorar la respuesta de las plantas al estrés salino. Los distintos mecanismos para
la promocion del crecimiento, la estimulacion de la produccion de solutos
compatibles y la disminucién de los dafios asociados a la peroxidacion de lipidos
de las membranas celulares, son algunos de los beneficios mas destacados de las
PGPR inoculadas en plantas sometidas a estrés por salinidad (Dehghani Bidgoli et
al., 2019; Bharti & Barnawal, 2019; Bhat et al., 2020). Sin embargo, se desconoce
el rol que juegan otros metabolitos secundarios como los compuestos fendlicos en

la interaccion planta-salinidad-rizobacteria.
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En este contexto, mejorar la tolerancia de las plantas de pimiento cv. Calafyuco
INTA al estrés salino seria un paso importante para facilitar el cultivo en zonas
afectadas por la salinidad en la provincia de Mendoza. Por este motivo, el objetivo
de este capitulo fue estudiar los cambios morfolégicos, fisioldgicos y bioquimicos,
profundizando en el estudio del perfil de compuestos fendlicos, producidos por el
estrés salino sobre plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR

nativas.

II. Objetivo especifico

4. Evaluar bajo condiciones de estrés salino el crecimiento, los cambios
bioquimicos, fisiologicos y en el perfil de compuestos fendlicos de las plantas de
pimiento Calahorra (cv. Calafyuco INTA) inoculadas con las cepas de PGPR méas

promisorias.

lll. Hipotesis

4. Las PGPR promueven la tolerancia de plantas de pimiento sometidas a estrés

salino por NaCl y Na,SO,.

IV. Materiales y métodos

A. Material vegetal: se emplearon semillas de Capsicum annuum cv. Calafyuco
INTA gentilmente suministradas por el Dr. Claudio Galmarini (Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, INTA-La Consulta).

B. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal: las cepas utilizadas
fueron: Cellulosimicrobium 60I1 (6011), Ochrobactrum 53F (53F), Enterobacter
64S1 (64S1) y Pseudomonas 42P4 (42P4). Las rizobacterias se hicieron crecer de

acuerdo a la metodologia descrita en el capitulo 2 de la presente tesis.
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C. Germinacion de las semillas: las semillas se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 20% por 1 min y posteriormente se lavaron 3 veces con agua destilada
estéril para eliminar los restos de desinfectante. Las semillas se sembraron en
bandejas que contenian sustrato estéril (Kekkila, turba Sphagnum, Finlandia) y se
trasladaron al invernaculo. Posteriormente, cuando los plantines presentaron el
primer par de hojas verdaderas se inocularon con la cepa correspondiente a cada
tratamiento y a los 25 dias después de la inoculacion se trasplantaron a macetas

(30 L) que contenian turba.

D. Ensayo para evaluar la dosis-respuesta de pimiento cv. Calafyuco INTA a
diferentes concentraciones de cloruro de sodio y sulfato de sodio: se realizé
un ensayo para seleccionar la dosis de cloruro de sodio (NaCl) y sulfato de sodio
(Na,S0O,) adecuada para disminuir su crecimiento y evaluar la respuesta del cv.

Calafyuco INTA. Los tratamientos evaluados fueron los siguientes:

T1. Plantas sin tratar (Control).

T2. Plantas tratadas con 100 mM NacCl.
T3. Plantas tratadas con 150 mM NaCl.
T4. Plantas tratadas con 200 mM NaCl.
T5. Plantas tratadas con 100 mM Na,SOq,
T6. Plantas tratadas con 150 mM Na,SO,,
T7. Plantas tratadas con 200 mM Na,;SO4,

D.1. Variables evaluadas en el ensayo de dosis respuesta de pimiento cv.
Calafyuco INTA a NaCl y Na;SOq:

A los 35 dias después del trasplante se evaluaron parametros de crecimiento
(altura de la planta, longitud de la raiz, diametro del tallo, peso seco de la parte
aérea y de la raiz), ademéas se calculd el porcentaje de supervivencia de las
plantas y el indice de SPAD. Se determin6é en hojas el contenido de pigmentos

fotosintéticos y fotoprotectores como fue detallado en el capitulo 3 de esta tesis.
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E. Ensayo para evaluar el efecto de la inoculacion con PGPR en plantas de
pimiento cv. Calafyuco INTA sometidas a estrés salino por NaCl y Na,SO,: se
establecié un disefio completamente aleatorizado de 9 tratamientos, con tres
repeticiones de 10 semillas cada uno. Después de la aparicion del primer par de
hojas verdaderas cada plantula se inoculé con 1000 pL de medio conteniendo la
cepa correspondiente al tratamiento. Se aplicé un tratamiento de 100 mL de 150
mM NaCl o 100 mL de 200 mM Na,SO,, para generar el estrés salino deseado (de
acuerdo a los ensayos previamente descritos). Los tratamientos fueron los

siguientes:

T1. Plantas Control.

T2. Plantas Control + 150 mM NacCl.

T3. Plantas Control + 200 mM Na,SOy,,

T4. Plantas inoculadas con 60I1.

T5.  Plantas inoculadas con 6011 + 150 mM NaCl.
T6. Plantas inoculadas con 60I1 + 200 mM Na,SOa,.
T7. Plantas inoculadas con 42P4.

T8. Plantas inoculadas con 42P4 + 150 mM NacCl.
T9. Plantas inoculadas con 42P4 + 200 mM Na,SO,.

E.1. Variables evaluadas en el ensayo de plantas de pimiento cv.
Calafyuco INTA inoculadas con PGPR y sometidas a estrés salino por
NaCl y Na,SO,: en las plantas inoculadas con las PGPR y sometidas a estrés
por salinidad, a los 75 dias después de la fecha de siembra, se recolectaron las
plantas y se evaluaron parametros de crecimiento (altura de la planta, longitud
de la raiz, peso seco de la parte aérea y de la raiz). Ademas, se evalué la
conductancia estomatica y el indice de SPAD. Se tomaron muestras de hojas
para analizar el contenido de nitrégeno, pigmentos fotosintéticos vy
fotoprotectores, y determinar el perfil de los compuestos fendlicos como fue

detallado en el capitulo 3 de esta tesis. La conductividad eléctrica del sustrato
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se determin6 usando un conductimetro (OHAUS ST3100M-F) de acuerdo a la

metodologia descrita por Pérez-Rodriguez et al., 2022.

E.1.1. Determinacion de nitrogeno: se realizé siguiendo la misma

metodologia descripta en el Capitulo 3 del presente trabajo de tesis.

E.1.2. Determinacion de MDA: las determinaciones de MDA se realizaron
de acuerdo con el protocolo descrito por Heath & Packer (1968). Se
molieron 0,1 g de muestra de hojas, las cuales se procesaron con 1000 pL
de &cido tricloroacético (TCA) 0,1%. Se centrifugaron a 10000 g durante 5
min. Posteriormente se extrajeron 500 pL del sobrenadante. Se agregaron
500 pL de solucién de: TCA (20% p/v) + TBA (0,5%). Luego se agitd y se
calenté a 95°C durante 25 min. Posteriormente se midi6 la absorbancia a
532 nm y 600 nm. Como blanco se utilizé una solucién de 0,5% de TBA.
Se restd la absorbancia a 600 nm (no especifica) a la de 532 nm. La
cantidad de MDA presente se calcul6 con el coeficiente de extincion molar
155 nM™* cm™.

E.1.3. Determinacion de prolina: la medicion del contenido de prolina se
realiz6 en un pool de hojas maduras colectadas en el tercio medio de la
planta espectrofotométricamente como describe en Bates et al. (1973) con
ligeras modificaciones de Berli et al. (2013). Se molieron 0,5 g de muestra
con 2,5 mL de una solucién de acido sulfosalicilico al 3% a 4°C y 250 mg
de polivinilpolipirrolidona. Se mezclaron y centrifugaron a 10000 g durante
10 min. Se separo el sobrenadante en cada tubo y se agregaron 2 mL de
acido acético glacial y 2 mL de solucion de ninhidrina al 2,5%.
Posteriormente se incubaron a 100°C durante 1h. Se enfriaron en un bafo
de hielo. Se agregaron 4 mL de tolueno, se mezclé vigorosamente con un
vortex durante 1 min. Cuando se separaron las fases se recolect6 la fase

de tolueno y se midié la absorbancia 520 nm en cubetas de vidrio 6ptico
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de 10 mm. Finalmente se hizo una curva de calibracion de prolina de 0,01
almM.

E.1.4. Pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores: las determinaciones
de pigmentos fotosintéticos se realizaron espectrofotométricamente como

describi6 en el capitulo 3 del presente trabajo de tesis.

E.1.5. Extraccién de compuestos fendlicos: los compuestos fendlicos
se extrajeron de acuerdo con el procedimiento previamente descripto en el
Capitulo 3.

E.1.6. Analisis de compuestos fendlicos: el perfil de compuestos
fendlicos en los extractos de hojas de los diferentes tratamientos se realizo

utilizando la misma metodologia descripta en el Capitulo 3.

F. Andlisis estadistico: para analizar los efectos de la inoculacion, de la salinidad
y su interaccion se utiliz6 un ANOVA multifactorial y el test de Duncan para las
comparaciones multiples con un nivel de significancia de 0,05; donde el efecto de
la salinidad de representd con (s), la inoculacion con (t) y la interaccion de estos
dos factores como (sxt). Para las medidas repetidas en el tiempo se ajustdé un
modelo lineal mixto. EI modelo incluy6 efectos fijos de tratamiento, tiempo y sus
interacciones. Como efecto aleatorio se incluyd la unidad experimental. Se utilizé
el software estadistico InfoStat (InfoStat version 2018v. Grupo InfoStat, Argentina).
Para la construccion de los graficos se emple6 el software GraphPad Prism 7, San
Diego, CA.
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V. Resultados y discusion

A. Efecto de diferentes dosis de NaCl sobre el crecimiento de pimiento cv.
Calafyuco INTA

Debido al desconocimiento del efecto del NaCl sobre el cultivar de pimiento
Calafyuco INTA, se realiz6 un ensayo para determinar el efecto de diferentes dosis
de NaCl sobre el desarrollo de las plantas. Los resultados mostraron que el efecto
deletéreo del estrés salino inducido por NaCl presentd un efecto dependiente de la
dosis como se muestra en la Tabla 5.1.

En todas las variables analizadas se comparé el efecto de las diferentes
concentraciones de sal respecto al tratamiento control sin NaCl. En las plantas
tratadas con 100, 150 y 200 mM de NaCl se present6 una disminucion de la altura
del 9; 22 y 26% respectivamente. Una tendencia similar se encontré en el diametro
del tallo el cual disminuyé 13; 16 y 20% respectivamente, en las plantas tratadas
con 100, 150 y 200 mM de NaCl mientras que el nimero de hojas disminuy6 un 9;
20 y 22% respectivamente. La longitud de la raiz solo se vio afectada por el
tratamiento con 150 y 200 mM de NaCl disminuyendo su crecimiento un 17 y 25%
respectivamente. Los tratamientos con 100, 150 y 200 mM de NaCl disminuyeron
el indice de SPAD en 26; 27 y 37% respectivamente y el porcentaje de
supervivencia disminuy6 20; 40 y 80% respectivamente.

Durante el ensayo pudo observarse que el aumento de la dosis de NaCl se
correlacion6 de forma directa con la aparicibn de efectos negativos mas
acentuados en el crecimiento y la fisiologia de las plantas de pimiento cv.
Calafyuco INTA. Resultados similares han sido reportados en otras variedades de
pimiento sometidas a estrés por diferentes dosis de NaCl, donde la respuesta
negativa del tratamiento con sal en estos trabajos también ha sido dependiente de

la dosis de sal aplicada, aumentando los efectos deletéreos con el incremento en
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la concentracion de la sal (Kaouther et al., 2013; Giuffrida et al., 2014; Hassen et
al., 2014).

El efecto adverso del NaCl sobre la altura de la planta, el diametro del tallo, la
longitud de la raiz y el porcentaje de supervivencia ha sido reportado en diferentes
especies de interés horticolas incluido el pimiento (Bellache et al., 2022;
Hernandez-Salinas et al., 2022; Irakoze et al., 2022). Los resultados encontrados
en esta tesis muestran que la disminucion del indice de SPAD es un factor
determinante de los efectos negativos del NaCl sobre el pimiento cv. Calafyuco
INTA, la disminucién del contenido de clorofila genera un desbalance nutricional
que frena el crecimiento y desarrollo de las plantas, siendo el efecto mas notorio
con aplicaciones de 200 mM de NaCl donde la capacidad de respuesta del
sistema de defensas de la planta se ve superado por el estrés, lo que

desencadena la necrosis de las hojas y finalmente la muerte de las plantas.

Tabla 5.1. Efectos de diferentes dosis de NaCl sobre el desarrollo y la

supervivencia de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA.

Parametros evaluados Tratamiento NaCl (mM)

0 100 150 200
Conductividad eléctrica (ms/cm) 2,33 5,20 7,27 12,26
Altura (cm) 7,55+0,88a 6,83+0,29b 5,90+0,56¢ 5,58+0,48¢
Diametro tallo (mm) 3,31+0,23a 2,87+0,17b | 2,75+0,09bc | 2,65+0,19c
Hoja/Planta 8,00+0,00a 7,25+0,45b 6,40+0,51c 6,25+0,87¢c
Longitud raiz (cm) 25,25+2,65a | 25,20+1,42a | 20,83+1,97b | 18,80+6,33b
SPAD 34,63+0,90a | 25,70+1,26b | 25,33+2,71b | 22,03+2,42c
% Supervivencia 100 80 60 20

Letras diferentes indican diferencias significativas por columna.

Los tratamientos con 100, 150 y 200 mM de NaCl disminuyeron el peso seco de la
raiz en 19,3; 30,8 y 50,6% respectivamente, y el peso seco aéreo de las plantas
en 16,9; 40,3 y 68,8% respectivamente, con respecto al Control como se puede

observar en la Figura 5.1.
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Figura 5.1. Efecto de los diferentes tratamientos de estrés con NaCl sobre: a) peso seco de la raiz
y b) peso seco de la parte aérea de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA. Tratamientos: Control
(0 Mm), 100, 150 y 200 mM de NaCl. Letras diferentes indican diferencias significativas.

En esta tesis la produccion de biomasa se vio seriamente afectada por el
tratamiento con NaCl como se puede observar en la Figura 5.2. El efecto mas
negativo se produjo por el tratamiento con 200 mM de NaCl, el cual ocasion6 una
fuerte clorosis en las hojas, acompafiada de una pérdida generalizada de la
turgencia y la detencion del crecimiento. El efecto negativo del NaCl en la
produccion de biomasa de raices y hojas ha sido demostrado en otras solanaceas,
acompafiado de una reduccién importante en la absorcién de iones K*, Ca®" y
Mg®* (Rajput et al., 2013; Ben Abdallah et al., 2016; Jha & Subramanian, 2016;
Sapre et al., 2022).
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Figura 5.2. Plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA sometidas a estrés por NaCl. Tratamientos: a)

Control: 0 mM, b) 100 mM, c) 150 mM y d) 200 mM de NaCl.

B. Efecto de diferentes dosis de Na,SO4 sobre el crecimiento de pimiento cv.
Calafyuco INTA

Existen trabajos sobre el efecto del NaCl en diferentes cultivos; sin embargo, se
conoce menos sobre el efecto de otras sales (Irakoze et al., 2022). El caso del
pimiento no es la excepcion, por consiguiente, se realiz6 un experimento para
documentar el efecto del Na,SO4 en plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA. En
particular se incorporo la evaluacion de parametros bioquimicos y fisiolégicos en
plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculados con PGPR nativas sometidas a
estrés por Na,SO,. Para poder avanzar con este propésito fue necesario
determinar en primera instancia la dosis de Na,SO, que disminuyera el
crecimiento de la planta sin ocasionarle la muerte, para continuar con la los

ensayos con rizobacterias.

En este contexto, los resultados muestran que el efecto deletéreo del Na,SO4 es

menos acentuado con respecto al estrés por NaCl. Se necesitd la aplicacién de
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200 mM de Na,SO, para observar efectos adversos marcados en las plantas de

pimiento.

Los resultados mostraron que el efecto negativo del estrés salino inducido por
Na,SO, presentd un efecto dependiente de la dosis. En términos generales la
aplicacion de 100 o 150 mM Na,SO, no mostraron diferencias significativas entre
si en la mayoria de los parametros evaluados, como se muestra en la Tabla 5.2.
Las plantas tratadas con 100, 150 y 200 mM de Na,SO, presentaron una
disminucién de la altura del 9,4; 15,9 y 32,1% respectivamente, con respecto al
Control sin Na,SO,. El didmetro del tallo en las plantas tratadas con 100 mM de
Na,SO, disminuyé en un 16,0% con respecto al Control, mientras que no se
encontraron diferencias entre 150 y 200 mM de Na,SO, ocasionando una
disminucién del 26,5% con respecto al Control. En relacion al nUmero de hojas por
planta no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos y el
Control. La longitud de la raiz en las plantas tratadas con 100 y 150 mM de
Na,SO,, se diferenciaron estadisticamente, disminuyendo la longitud de la raiz en
un 27,5 y 31,0% respectivamente, con respecto al Control. Mientras que en las

plantas tratadas con 200 mM de Na,SO,la disminucion fue del 44,9%.

El andlisis estadistico no mostré diferencias significativas en el indice de SPAD en
las plantas tratadas con 100 y 150 mM de Na,SO, donde la disminucion fue del
17,5 y 20,0% respectivamente, con respecto al Control. El efecto mas nocivo
sobre el indice de SPAD se encontré con 200 Mm de Na,SO4 con una disminucion
de 27,0%. El porcentaje de supervivencia no se vio afectado por ninguno de los

tratamientos.

En este estudio se vio un efecto adverso acentuado sobre las plantas de pimiento
con la dosis de 200 mM de Na,SO,, esto esta directamente relacionado con una
acumulacion excesiva de sodio en el sustrato que limita la absorcién de nitrégeno
y otros nutrientes de gran importancia para el desarrollo de las plantas. Con dosis
menores a 200 mM Na,SO,4 los mecanismos involucrados en la tolerancia al estrés
en las plantas de pimiento parecen funcionar de forma efectiva para disminuir los

efectos nocivos de la salinidad. Sin embargo, al comparar el porcentaje de
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supervivencia entre 200 mM de Na,SO, y 200 mM NaCl queda claro que el efecto
de esta ultima sal es muy marcado ocasionando la muerte de todas las plantas,
mientras que el Na,SO,4 no afecta el porcentaje de supervivencia de pimiento cv.
Calafyuco INTA. Esto posiblemente se debe a que en 200 mM de NaCl se
encuentran 79 mM de sodio, mientras que en 200 mM de Na,SO, estan presente
65 mM del mismo, por lo que la planta esta expuesta a una menor concentracién
de Na. Ademés, debemos tener en cuenta que el contraion del NaCl (CI") ejerce un

efecto de toxicidad sobre la planta.

Resultados similares han sido reportados en otras especies de solanaceas como
el tomate, en las que el efecto del NaCl fue més nocivo que el del Na,SO, (Abbad
et al., 2019). Sin embargo, otros estudios sefialan que el Na,SO, es mas limitante
para el crecimiento que el NaCl en algunas especies de plantas como la cebada,

el trigo, la cafia de azlcar y la remolacha (Reginato et al., 2021).

Tabla 5.2. Efectos de diferentes dosis de Na,SO, sobre el desarrollo y la supervivencia de plantas

de pimiento cv. Calafyuco INTA.

Parametros evaluados Tratamiento Na,SO4 (mM)

0 100 150 200
Conductividad eléctrica (ms/cm) 2,15 4,50 6,48 8,24
Altura (cm) 20,11+3,41a | 18,23+3,09ab | 16,92+3,47b | 13,65+2,16¢
Diametro tallo (mm) 3,89+0,15a 3,27+0,27b 2,86+0,06¢ 2,86+0,06¢
Hoja/Planta 8,60+0,50a 8,10+0,68a 8,00+0,00a 7,90+0,41a
Longitud raiz (cm) 37,97+1,13a | 27,54+0,75b 26,19+0,98b | 20,92+0,42c
SPAD 45,50+1,32a | 37,52+0,69b 36,40+0,73b | 33,37+1,04c
% Supervivencia 100 100 100 100

Letras diferentes indican diferencias significativas por columna.

El tratamiento con 100, 150 y 200 mM de Na,SO,4 disminuyo el peso seco de la
raiz en 10; 16 y 52% respectivamente. El peso seco aéreo de las plantas tratadas

con 100 y 150 mM de Na,SO4 no presentaron diferencias con respecto al Control,
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mientras que el tratamiento con 200 mM de Na,SO4 disminuyo en 38,2%, como se

puede observar en la Figura 5.3.

a) b)

P<0.0005 P<0.0005
207

151

154
104

104

g/planta
g/planta

Control 100 mM 150 mM 200 mM Control 100 mM 150 mM 200 mM

Figura 5.3. Efecto del tratamiento de estrés con Na,SO, sobre a) peso seco de la raiz y b) peso
seco de la parte aérea de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA Tratamientos: Control: (0 mM),

100, 150 y 200 mM de NacCl.. Letras diferentes indican diferencias significativas.

Como puede observarse en la Figura 5.4, la produccién de biomasa solo se vio
afectada por el tratamiento con 200 mM de Na,SO,. Las plantas tratadas con esta
dosis presentaron un menor tamafio y el desarrollo de sus hojas fue bastante
limitado. En este estudio las perturbaciones en el metabolismo de las plantas
asociadas al sodio aportado por altas dosis de Na,SO, detienen el crecimiento de

las plantas, las cuales frenan el desarrollo aéreo y radical.

Este retraso del crecimiento se presenta debido a que las plantas desvian sus
rutas metabdlicas antes enfocadas en el desarrollo para activar mecanismos de
defensa que les permitan sobrevivir bajo las condiciones adversas impuestas por
la salinidad. Resultados similares han sido documentados en plantas de otras
especies de interés agronémico bajo estrés por Na, SO, como albahaca (Ocimum
basilicum), Jatropha curcas y Brassica rapa (Tarchoune et al., 2013; Kumar et al.,
2015; Aghajanzadeh et al., 2018).
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Figura 5.4. Plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA sometidas a estrés por Na,SO,. Tratamientos:
a) Control (0 mM), b) 100 mM, c) 150 mM y d) 200 mM de Na,SO,.

Teniendo en cuenta los resultados encontrados al evaluar las diferentes dosis de
NaCl y Na,SO, sobre plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA, se determind que
las dosis 6ptimas para evaluar el efecto de la inoculacion con PGPR en plantas de
pimiento sometidas a estrés salino son de 150 mM de NaCl y 200 mM de Na,;SOs,.
Estas dosis producen un estrés de moderado a severo en las plantas limitando su
crecimiento y desarrollo en el tiempo de forma progresiva, lo que permitiria evaluar
el posible efecto positivo de la inoculacion con PGPR en condiciones de estrés

salino.

C. Efectos del estrés salino por NaCl y Na,SO, sobre el crecimiento y

desarrollo de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR

El estrés severo disminuyd los parametros evaluados como se muestra en la
Tabla 5.3. La altura de la planta disminuy6 con el tratamiento de 150 mM NacCl y
200 mM Na;SO,4, mientras que con la inoculacion se observé un incremento en la
situacion sin estrés y en las situaciones de estrés salino este parametro no fue
afectado, lo que indica que la inoculacion estd disminuyendo los sintomas

negativos del estrés.
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La longitud de la raiz disminuyo en las plantas Control tratadas con 150 mM NaCl
y 200 mM Na,SO,, sin embargo, en las plantas inoculadas sin estrés este
parametro incrementd, y bajo el estrés por las sales, el parametro no se vio
afectado, como se muestra en la Tabla 5.3. Una tendencia similar se observo para
el peso seco aéreo y el de la raiz, en los cuales la inoculacion increment6 estos
parametros tanto en la situacion de estrés como sin estrés con respecto al Control

gue no fue inoculado.

Tabla 5.3. Efecto de la salinidad inducida por NaCl y Na,SO, sobre el crecimiento y desarrollo de

plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con cuatro cepas PGPR nativas de Mendoza.

Concentracion Conductividad : Altura de Longitu,d Peso seco Peso s€co
de sal eléctrica (mS) Tratamiento laplanta delaraiz aéreo (g) de laraiz
(cm) (cm) 9)
Control 30,58b 16,61c 1,53b 0,93b
0 mM NaCl 2,33 42P4 38,6a 26,37a 2,75a 1,36a
6011 37,45a 25,43a 2,64a 1,18a
Control 27,93c 12,07c 1,08b 0,72b
150 mM NacCl 7,27 42P4 30,88b 22,94b 2,25a 1,27a
6011 30,62b 21,92b 2,11a 1,15a
Control 29,85¢ 14,25 1,24b 0,85b
200 mM Na,SO, 8,24 42P4 33,28b 24,71a 2,46a 1,34a
6011 34,45b 22,91b 2,38a 1,15a
P(s) 0,8568 0,0466 0,0001 0,0001
P(t) 0,0079 0,0030 0,0005 0,0001
P(sxt) 0,3429 0,7382 0,0001 0,0001

Letras diferentes indican diferencias significativas por columna.

En este estudio la inoculacion con las PGPR revirtié de forma efectiva los efectos
adversos sobre pardmetros morfolégicos de gran importancia a nivel fisiol6gico
como la longitud de la raiz, esencial para garantizar un buen anclaje a la planta y
para garantizar la absorcidon de agua y nutrientes disponibles en el suelo. Esto
puede estar asociado a los mecanismos directos de promocion del crecimiento de
las rizobacterias que facilitaron la adquisicidbn de nutrientes esenciales para las
plantas como el fosforo o el nitrdgeno. La mayor captacion de este elemento

esencial en las plantas inoculadas se vio reflejado en mayores concentraciones de
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clorofila a y total, mayor indice de SPAD y un mejor estado del fotosistema Il, lo
que facilité en las plantas inoculadas, un mayor desarrollo aéreo, como se muestra
en la Figura 5.5. Esto indica que en las plantas inoculadas las tasas fotosintéticas
fueron mayores, por lo cual es de esperar que los fotoasimilados fijados en el
proceso de fotosintesis, posteriormente fueran traslocados a las raices como

fuente de energia, contribuyendo notablemente en su expansion longitudinal.

Figura 5.5. Plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR y sometidas a estrés
salino por NaCl. Tratamientos: a) Control (sin NaCl, sin PGPR), b) 42P4 + 150 mM de NacCl, c)
60I1 + 150 mM de NaCl y d) 150 mM de NaCl (sin PGPR).

De igual forma las cepas PGPR inoculadas en este estudio presentan la
capacidad de solubilizar diferentes formas insolubles de fésforo en el suelo,
dejandolo disponible para las plantas en las cuales es indispensable para la
fotosintesis, transporte de energia y la expansion celular (Pérez-Rodriguez et al.,
2021; Malhotra et al., 2018; Liu, 2021). El fésforo se considera un nutriente
esencial para ayudar a que las raices se desarrollen mas rapido y sean mas
abundantes. Como se ha demostrado a largo de este trabajo de tesis, la
inoculacién con las PGPR 42P4 y 60I1 ademas, mejora la disponibilidad de
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nitrégeno, con respecto al Control, mejorando ademas la eficiencia del uso del

agua vital bajo condiciones de estrés por salinidad.

Es importante sefialar que, aunque en esta investigacion no se determind la
capacidad ACC desaminasa de las rizobacterias utilizadas, en otros estudios ha
sido bien documentada esta habilidad en distintos géneros de PGPR, por
consiguiente, no se descarta que este mecanismo pudiera estar involucrado en la
respuesta positiva en el desarrollo de las raices observado en las plantas

inoculadas como se muestra en la Figura 5.6.

Figura 5.6. Plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR y sometidas a estrés

salino por Na,SO,. Tratamientos: a) Control (sin Na,SO,, sin PGPR), b) 42P4 + 150 mM de
Na,S0O,, ¢) 60I1 + 150 mM de Na,SO,y d) 200 mM de Na,SO, (sin PGPR).
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D. Efectos del estrés salino por NaCl y Na,SO, sobre los pigmentos
fotosintéticos y fotoprotectores de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA
inoculadas con PGPR

Los contenidos de clorofila a y clorofila total mostraron un comportamiento similar
como se muestra en la Figura 5.7 a y b. Los mayores contenidos de clorofila a se
encontraron en los tratamientos inoculados sin estrés salino e inoculados y
tratados con Na,SO,. La inoculacion con las PGPR revirtio el efecto negativo del
NaCl sobre el contenido de clorofila a. En las plantas Control el efecto del NaCl

sobre el contenido de clorofilas fue mas nocivo que el del Na;SO,.

Los tratamientos inoculados presentaron la mayor concentracion de clorofila total
con respecto al Control sin estrés salino. No se encontraron diferencias entre las
plantas inoculadas con 42P4 y tratadas con NaCl y Na,SO,4, no obstante, se
diferenciaron del Control sin estrés salino. El contenido de clorofila total fue mayor
en plantas inoculadas con 60I1 y tratadas con Na,SO, con respecto al Control sin
estrés salino. La inoculacion con la cepa 6011 disminuy6 el efecto nocivo del
tratamiento con NacCl.

En esta tesis las mayores concentraciones de clorofila a y clorofila total
encontrados en los tratamientos inoculados, indican que las PGPR mitigan el
efecto adverso de la salinidad manteniendo en funcionamiento la actividad
fotosintética de la planta necesaria para la produccién de fotoasimilados. Esto
explica por qué las plantas inoculadas también presentaron la mayor acumulacién
biomasa seca y mayor crecimiento que las no inoculadas como se mostré
previamente en las Figuras 5.5 y 5.6. Resultados similares han sido reportados por
otros autores en cultivos de arroz, okra, frijol, alfalfa y maiz sometidos a estrés por
NaCl (Bal et al., 2013; Habib et al., 2016; Gupta & Pandey, 2019; Tirry et al., 2021,
Abbaszadeh-Dahaji et al., 2021).

El contenido de carotenoides fue mayor en los tratamientos inoculados con las
PGPR con respecto al tratamiento Control como se muestra en la Figura 5.7 c. Los
tratamientos inoculados y tratados con Na,SO, se diferenciaron del tratamiento
Control y de los tratamientos inoculados y tratados con NaCl. La inoculacion
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disminuy6 el efecto negativo del NaCl y del Na,SO, sobre el contenido de
carotenoides. El efecto més negativo en el tratamiento Control se observé
posterior a la inoculacion con NacCl.

En este estudio se observé que la mayor concentracion de carotenoides en los
tratamientos inoculados se puede explicar como un efecto benéfico de las PGPR
gue inducen un incremento en la produccion de carotenoides que desempefian un
rol fundamental como extintores del oxigeno singlete protegiendo a la clorofila de
la fotooxidacion provocada por el estrés salino, por lo cual el aparato fotosintético
de las plantas inoculadas continda en funcionamiento a pesar de las limitaciones
impuestas por la salinidad. Resultados similares han sido reportados en otras
investigaciones en las cuales se demuestra que carotenoides liposolubles en los
cloroplastos como: tocoferoles, tocotrienoles y plastocromanol-8 desempefian un
rol fundamental frente al estrés oxidativo en las plantas superiores (Ramel et al.,
2013; Park et al., 2017; Kumar et al., 2020).

La inoculacién con las PGPR disminuy6 el efecto nocivo de los tratamientos con
NaCl y Na,SO, sobre el contenido de antocianinas como se muestra en la Figura
5.7 d. Los tratamientos inoculados sin estrés salino mostraron contenidos de
antocianinas similares al Control sin salinidad. Los contenidos de antocianinas
incrementaron en los tratamientos inoculados con la cepa 42P4 sometidos a
estrés por NaCl y Na,SO, con respecto al Control sin estrés salino. La inoculacién
con la cepa 60I1 increment6 el contenido de antocianinas bajo estrés por NaCl y
Na,SO, superando al tratamiento inoculado sin salinidad. Esto permite inferir que
las rizobacterias ayudan a promover el sistema de defensas de la planta
protegiendo las células de agentes mutagénicos como las ERO. Resultados
similares han sido reportados en diferentes especies de plantas sometidas a
estrés salino e inoculados con PGPR como tomate, arabidopsis, apio y acelga
(Zameer et al., 2016; Erice et al., 2017; Afzal et al., 2019; Redondo-Gomez et al.,
2022).
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Figura 5.7. Concentracién de a) clorofila a, b) clorofila total, ¢) carotenoides y d) antocianinas de
pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR y sometidas a estrés salino por NaCl y Na,SO,.

Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos.

E. Efectos del estrés salino por NaCl y Na,SO, sobre el contenido de

nitrégeno de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR

De las sales utilizadas en este estudio, el tratamiento con NaCl mostro el efecto
mas adverso sobre el contenido de nitrdgeno en hojas con respecto al Na,SO4
tanto en los tratamientos inoculados como en los sin inocular. No obstante, en
condiciones sin salinidad y bajo estrés por NaCl y Na,SO, el contenido de

nitrogeno fue mayor en los tratamientos inoculados con respecto al Control.
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Ademas, sin estrés salino, las plantas inoculadas se diferenciaron del tratamiento
Control y en condiciones de salinidad el tratamiento con las bacterias disminuyo el
efecto negativo de las sales e igualan el contenido de nitrégeno del Control sin
NaCl y con Na,SO,.

La reduccion del contenido de nitrégeno en las hojas de las plantas sometidas a
estrés por NaCl esta relacionada con que las altas concentraciones de Cl en el
suelo inhiben la absorcion de nitratos, por lo cual disminuye la fotosintesis,
induciendo clorosis en las hojas y en las situaciones mas graves la necrosis con
posterior caida de las hojas como se muestra en la Figura 5.8, en las plantas
tratadas con 150 mM de NacCl.

El efecto nocivo del sodio aportado por NaCl y Na,SO,, esta asociado a que el
sodio altera el funcionamiento normal de la membrana plasmatica desplazando los
iones de calcio de los sitios de enlace de la membrana celular, inhibiendo la
absorcion de potasio. Este tipo de alteraciones repercuten negativamente en la
asimilacion de nutrientes como el nitrégeno, debido a que el potasio es esencial
para la apertura y cierre estomatico, proceso esencial para la absorcion de agua y

nutrientes del suelo.

Por lo recién expuesto, se puede inferir que la disminucién del contenido de
nitrégeno es mayor en las plantas tratadas con NaCl en comparacion con el
Na,SO,. Esto se debe a que, en el caso del NaCl la accién conjunta de los iones
sodio y cloro, potencian el efecto adverso sobre el metabolismo de la planta.
Mientras que en el tratamiento con Na,SO, el efecto deletéreo es ejercido en
mayor medida por el ién sodio, debido a que el anion sulfato se comporta como un
donador de azufre para las plantas, el cual es un nutriente indispensable para la
formacion de aminoacidos (cisteina, cistina y metionina), coenzimas y otras

macromoléculas de gran importancia en la fisiologia vegetal.

Aunque es importante mencionar que elevadas concentraciones como las del
tratamiento con 200 mM Na,SO, el anion sulfato limita la capacidad de

compartimentacion de iones, perturbando el ajuste osmotico, o que da como
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resultado un desequilibrio hidrico y sintomas de toxicidad asociados a la alteracion

del metabolismo del carbono (Llanes et al., 2013).

P(s)<0.0076
4 P(t)<0.0001
P(sxt)=0.0042 M sinsal

I nacl
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(%) Nitrébégeno

Control 42P4 6011

Figura 5.8. Contenido de nitrégeno en plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con
PGPR y sometidas a estrés salino por NaCl y Na,SO,. Tratamientos: Control (sin sal), Control +
150 mM NacCl, Control + 200 mM Na,SOy,, 42P4 (sin sal), 42P4 + 150 mM NaCl, 42P4 + 200 mM
Na,SO,4, 60I1 (sin sal), 6011 + 150 mM NaCl y 60I1 + 200 mM Na,SO,. Letras distintas indican

diferencias significativas entre los tratamientos.

F. Efectos del estrés salino por NaCl y Na,SO, sobre parametros fisioldgicos
medidos in situ en plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con
PGPR

El indice de clorofila SPAD incrementd en todos los tratamientos inoculados con y
sin estrés salino, diferenciandose del tratamiento Control sin salinidad como se
muestra en la Figura 5.9 a. La inoculacién con las cepas 42P4 y 60I1 disminuyo el
efecto negativo de la salinidad sobre el indice de clorofila en condiciones de estrés
por NaCl y Na,SO,. La cepa 42P4 fue la mas efectiva incrementando
significativamente el indice de SPAD bajo estrés por NaCl y Na,SO,4 con respecto

al tratamiento 6011 y al Control sin salinidad.

El indice de SPAD es una evaluacion in situ, no destructiva de la intensidad del
verde de la hoja que se encuentra directamente correlacionado con el contenido

de nitrogeno vy clorofila. Los resultados encontrados en este estudio concuerdan
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con las determinaciones bioquimicas de nitrogeno y clorofilas determinadas

previamente, reforzando la validez de los resultados expuestos.

Bajo las condiciones de estrés salino evaluadas, un mayor indice de SPAD en las
plantas inoculadas con las PGPR, confirman que los mecanismos promotores del
crecimiento de las rizobacterias han contribuido para maximizar la nutricion
mineral de las plantas de pimiento, favoreciendo la acumulacion de mayores
concentraciones de clorofila en las hojas. Estas mayores concentraciones de
clorofila han permitido mantener la estabilidad de las tasas fotosintéticas,
conllevando asi a una mayor acumulacion de biomasa en las plantas inoculadas
como se mostré en la Tabla 5.3. Resultados similares han sido reportados en
cultivos de colza, salvia y tomate, en las cuales la inoculacion con PGPR
incremento el contenido de clorofila, favoreciendo la acumulacion de materia seca
en las plantas (Saghafi et al., 2018; Lami et al., 2020; Aslani et al., 2021; Medeiros
& Bettiol, 2021).

La conductancia estomética fue mayor en los tratamientos inoculados sin sal e
inoculados bajo estrés por Na,SO, como se muestra en la Figura 5.9 b. En
condiciones de estrés por NaCl la inoculacion revirtio el efecto negativo de la
salinidad sobre este parametro. Los tratamientos inoculados sin estrés se
diferenciaron significativamente del Control sin sal. El efecto mas negativo sobre la

conductancia estomatica fue ocasionado por el NaCl en el Control.

Los resultados demuestran que la inoculacion con las PGPR bajo condiciones de
estrés salino ejerce un efecto benéfico sobre las plantas. Este efecto inicia en la
zona de la rizésfera favoreciendo la absorcién de agua y la nutricibn mineral,
continua por medio de la estabilidad de los contenidos de clorofila y se expresa
finalmente en una mayor tasa fotosintética. Esta tasa s6lo es posible cuando la
conductancia estomatica Optima posibilita el intercambio gaseoso que permite la
fijacibn de CO, atmosférico, el cual posteriormente es convertido en

fotoasimilados.
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La eficiencia del fotosistema Il (Fv/Fm) fue mayor en los tratamientos inoculados
con respecto al Control sin sal y con sal como se puede observar en la Figura 5.9
c. La inoculacion con PGPR revirtio el efecto negativo del NaCl y Na,SO, sobre
este parametro. En el Control la aplicacion de NaCl afecté mas la eficiencia del

fotosistema Il que el tratamiento con Na,SO,.

El efecto positivo de la inoculacion con las PGPR sobre Fv/Fm en condiciones de
estrés por salinidad se puede explicar si se tienen en cuenta los resultados
positivos encontrados en otros parametros estrechamente vinculados como la
conductancia estomatica y los contenidos de nitrégeno, clorofila a y clorofila total.
Los parametros recién mencionados sustentan el funcionamiento adecuado del
fotosistema Il y los incrementos en la altura de las plantas, asi como la mayor
acumulacion de materia seca area y radical pese al estrés ocasionado por el NaCl
y Na,SO,. Resultados similares de Fv/Fm han sido reportados en otras especies
de interés agrondmico en condiciones de estrés salino como arroz, citricos, trigo y
olivo (Garcia-Cristobal et al., 2015; Barnawal et al., 2017; Vives-Peris et al., 2018;
Galicia-Campos et al., 2020; Babar et al., 2021).
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Figura 5.9. Estudio de parametros fisiologicos, a) indice de clorofila (SPAD), b) conductancia
estomatica y c) eficiencia del fotosistema Il (fv/fm) de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA
inoculadas con PGPR y sometidas a estrés salino por NaCl y Na,SO,.Tratamientos: Control (sin
sal), Control + 150 mM NaCl, Control + 200 mM Na,SO,, 42P4 (sin sal), 42P4 + 150 mM NacCl,
42P4 + 200 mM Na,SOy, 6011 (sin sal), 6011 + 150 mM NaCl y 6011 + 200 mM Na,SO,.

Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos.
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G. Efectos del estrés salino por NaCl y Na,SO, sobre indicadores de
tolerancia a la salinidad en plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA

inoculadas con PGPR

El nivel de MDA aument0 significativamente en las plantas Control tratadas con
NaCl y Na,SO, como se muestra la Figura 5.10 a. El tratamiento con NaCl indujo
las mayores concentraciones de MDA en el tratamiento Control. Mientras que en
los tratamientos inoculados con las PGPR sin NaCl y con NacCl los niveles de MDA
fueron similares a los del Control sin NaCl. Una tendencia similar a la recién
descrita, se observO en las plantas inoculadas mas Na,SO; y sin Na,SO..
Resultados similares han sido reportados en plantas de Salsola ikonnikovii bajo
estrés por NaCl (Xing et al., 2013).

En este estudio, la reduccion de la concentracion de MDA en los tratamientos
inoculados indica una disminucién en la peroxidacion de los lipidos de las
membranas, esto es posible debido a que las PGPR mejoran el suministro de
nutrientes a las plantas, estimulando la RSI. Esto esta relacionado con una
recuperacion de la integridad de las membranas celulares, garantizando un mejor
funcionamiento celular de las plantas de pimiento bajo estrés por salinidad.
Resultados similares han sido reportados en otras especies de plantas bajo estrés
salino (Singh & Jha, 2016; Sapre et al., 2018; Pan et al., 2019; Li et al., 2017).

Los contenidos de prolina incrementaron en todos los tratamientos inoculados con
respecto al Control como se puede observar en la Figura 5.10 b. Los tratamientos
inoculados sin salinidad no se diferenciaron del Control sin estrés salino. Los
mayores aumentos en el contenido de prolina se presentaron en los tratamientos

inoculados con las PGPR en condiciones estrés por NaCl.

Los resultados encontrados permiten sugerir que la produccion de prolina en los
tratamientos inoculados inhibe el aumento del contenido de MDA. Esto se puede
entender si se tiene en cuenta que la prolina actia como un soluto compatible

capaz de garantizar el metabolismo celular bajo condiciones de salinidad, razén
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por lo cual los lipidos de las membranas de estas células conservan su integridad
estructural y funcional pese al estrés. Resultados similares han sido reportados en
cultivos de maiz, Bacopa monnieri y pimiento, sometidos a estrés salino (Bharti et
al., 2013; Hahm et al., 2017; Abbas et al., 2019; Ahmed et al., 2019).
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Figura 5.10. a) Contenido de MDA y b) contenido de prolina de plantas de pimiento cv. Calafyuco
INTA inoculadas con PGPR y sometidas a estrés salino por NaCl y Na,SO,. Tratamientos: Control
(sin sal), Control + 150 mM NacCl, Control + 200 mM Na,SO,, 42P4 (sin sal), 42P4 + 150 mM NacCl,
42P4 + 200 mM Na,S0O,, 60I1 (sin sal), 6011 + 150 mM NaCl y 6011 + 200 mM Na,SO,. Letras

distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos.

H. Efectos del estrés salino por NaCl sobre el perfil de compuestos fendlicos

de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR

La biosintesis de compuestos fendlicos se ve afectada por numerosos factores
ambientales (Rahimi et al., 2018). Para sobrevivir bajo condiciones ambientales
adversas las plantas deben superar el estrés por medio de adaptaciones en el
metabolismo enddgeno (Chiappero et al., 2019). Una de las vias que se modifica
es la de los compuestos fendlicos, los cuales incrementan principalmente en

situaciones de estrés (Basha et al., 2006). Debido a que el NaCl mostro el efecto
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mas adverso sobre la fisiologia y el desarrollo de las plantas, se utilizé esta sal
como agente estresante para evaluar el efecto de la inoculacion con las PGPR
sobre el perfil de compuestos fendlicos en las plantas sometidas a estrés salino.

Como se puede ver en la Tabla 5.4 se cuantificaron 22 compuestos que se
agrupan en cuatro familias segin su estructura quimica en: alcoholes fendlicos,
flavonoides, acidos fendlicos y estilbenoides. Los resultados mostraron una mayor
concentracion de la sumatoria de compuestos fendlicos en las plantas tratadas
con 42P4+NaCl, seguido por el Control y los tratamientos NaCl y 60I1+NaCl que

no presentaron diferencias significativas entre si.
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Tabla 5.4. Perfil de compuestos fendlicos cuantificados en plantas de pimiento cultivadas bajo

estrés por NaCl e inoculadas con las PGPR 60I1 y 42P4. Los resultados cuantitativos estan

expresados en mg g™ de materia seca.

Compuesto Control NaCl 6011+NacCl 42P4+NacCl
Alcoholes fendlicos simples
Hidroxitirosol 0,92+0,04a  0,49+0,08b 0,81+0,15a 0,82+0,01a
Tirosol 0,62+0,08a  0,36+0,02c 0,42+0,06b 0,36+0,06¢
> Alcoholes
simples 1,54+0,08a  0,85+0,08c 1,23+0,16b 1,18+0,06b
Flavonoides
(+)-catequina 0,23+0,01b 0,10+0,01c 0,09+0,02c 0,30+0,01a
(-)-epicatequina nd, 0,11+0,0l1a  0,11+0,03a nd,
(-)-epigallocatequina 8,62+0,27a  5,56+0,27b 5,64+0,47b 9,43+0,25a
(-)-galato de gallocatequina 12,06£1,82a 12,22+1,20a 10,26+0,58b 12,67+1,06a
(-)-galato de epigallocatequina  3,45+0,22a  1,13+0,08b 0,19+0,01c 3,69+0,21a
Quercetina 0,51+0,09a  0,39+0,03b 0,49+0,03a 0,46+0,03a
Rutina n,d,” 0,04+0,04b n,d, 0,70+a0,06a
Miricetina 1,95+0,36a  1,68+0,14b 1,81+0,10a 1,96+0,17a
Naringina 5,62+0,29¢c  16,34+1,00a  8,70%1,46b 5,22+0,34c
Naringenina nd, 0,15+0,00a nd, n,d,
Procianidina B1 1,95+0,11c 5,46+0,14b 9,17+0,96a 0,36+0,16d
Procianidina B2 6,02+0,65a  2,21+0,16¢c 2,1040,11c 3,15+0,29b
> Flavonoides 40,41+2,02b 45,39+1,60a 38.56 £1,90c 37,94+1,22c
Acidos fenoélicos
Acido cinamico 3,94+0,03b  4,24+0,36b 2,73+0,61b 8,70+1,15a
Acido galico 0,4940,35¢  1,39+0,08a 0,82+0,07bc  1,19+0,06ab
Acido fertlico 0,21+0,01b 0,15+0,01c 0,11+0,01c 0,91+0,02a
Acido siringico 0,16+0,01a 0,11+0,01b 0,11+0,01b 0,17+0,02a
Acido p-cumarico 0,14+0,00b 0,14+0,03b 0,19+0,02a 0,20+0,01a
Y Acidos fenélicos 4,94+0,35¢c 6,03+0,37b 3,96+0,61c 11,17+1,15a
Estilbenoides
trans-resveratrol 3,44+0,21a 1,59+0,18c 1,53+0,10c 2,91+0,06b
Polidatina 0,25+0,08b  0,80+0,19a 1,02+0,21a 0,30+0,06b
Pteroestilbeno 1,37+0,08c 1,98+0,13a 1,70+0,12b 1,73+ 0,01b
> Estilbenoides 5,06+0,23a  4,37+0,29b 4,25+0,26b 4,94+0,08a

> compuestos fendlicos

totales 151,75+5,30b 125,6+2,75¢c 117,41+2,77¢c 161,91+3,51a

Letras diferentes indican diferencias significativas (por fila). Los resultados vienen dados por
el valor medio (n = 3; tres determinaciones independientes, incluida la extraccién y la
posterior inyeccién) + desviacidn estandar. *: no detectable.
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Para facilitar el analisis de los resultados se realizaron gréaficos circulares para
cada una de las familias de compuestos fendlicos (alcoholes fendlicos simples,
flavonoides, &cidos fendlicos y estilbenoides). Este tipo de graficos es una
representacion relativa del total de cada familia y cada porcién representa la

abundancia de un compuesto dentro de su familia.

Generalmente se habla que una mayor concentracion de compuestos fendlicos
totales se asocia a un mayor nivel de estrés, sin embargo, la ventaja de poder
hacer un perfilado, y analizar los diferentes compuestos presentes en cada ensayo
permite observar los efectos benéficos de algunos de ellos en la resistencia a
diferentes niveles y tipos de estrés, permitiendo incluso visualizar qué rutas

biosintéticas se "activan" en cada caso.

Como alcoholes fendlicos identificamos hidroxitirosol y tirosol. Los tratamientos
inoculados y el Control presentaron mayor concentracion de alcoholes fendlicos
simples con respecto al tratamiento NaCl. Este tipo de compuestos se caracterizan
por presentar una amplia actividad antioxidante. Es plausible sugerir que la
inoculacién disminuyé el efecto negativo de la salinidad sobre las plantas de
pimiento estimulando la produccién de compuestos de defensa como hidroxitirosol

y tirosol, mejorando la adaptacion de las plantas inoculadas en presencia de NaCl.

La concentracion de tirosol en el tratamiento Control fue de 0,62 mg g, mientras
que en los demas tratamientos fue menor (0,36; 0,42 y 0,36 mg g*, NaCl,
6011+NaCl y 42P4+NaCl, respectivamente). Como se muestra en la Figura 5.11.
La concentracién de hidroxitirosol en los tratamientos 42P4+NaCl (0,82 mg g) y
6011+NaCl (0,81 mg g™) fue similar a la del Control (0,92 mg g*), mientras que en
el tratamiento con NaCl (0,49 mg g*) se encontraron las concentraciones mas

bajas.
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Figura 5.11. Contenido de alcoholes fendlicos simples detectados en plantas de pimiento bajo
estrés por NaCl e inoculadas con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin bacterias, ni
NaCl); 60I1: Cellulosimicrobium 6011; 42P4: Pseudomonas 42P4 y 150 mM NacCl.

Uno de los efectos negativos mas conocidos que provoca la salinidad en las
plantas es el estrés oxidativo, el cual esta caracterizado por la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno, las cuales cuando exceden la capacidad
antioxidante de las plantas desencadenan una serie de eventos que finalmente
concluyen en la muerte celular. La menor concentracion de hidroxitirosol se
presentd en las plantas de pimiento tratadas con NaCl, en este tratamiento esta
sal desencaden6 una serie de efectos nocivos en la fisiologia de las plantas de
pimiento caracterizada por la disminucion de los parametros relacionados con la

absorcion de nitrogeno, el contenido de clorofila y la eficiencia del fotosistema I,
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con una consecuente disminucion de la altura de las plantas y una menor
acumulacion de biomasa seca de la raiz y de la parte aérea. La disminucién de la
eficiencia fotosintética y de la concentracion de hidroxitirosol ha sido reportada en
plantas de olivo bajo condiciones de estrés hidrico, frio y salinidad (Ortega-Garcia
& Peragon, 2009; Petridis et al., 2012; Mechri et al., 2019).

La disminucién de hidroxitirosol en las plantas tratadas solo con NaCl contrasta
con los resultados encontrados en las plantas tratadas con NaCl e inoculadas con
42P4 o 60I1 en las cuales se disminuyo el efecto negativo de la sal sobre la
fisiologia de las plantas, en estos tratamientos se encontrd la mayor concentracion
de hidroxitirosol igualando al Control sin NaCl. En este contexto, es factible sugerir
que el hidroxitirosol desempefia un rol importante en las plantas de pimiento bajo
estrés por NaCl reduciendo los efectos indeseables de las especies reactivas de

oxigeno y nitrégeno.

Bajo condiciones de estrés cuando el aparato fotosintético es desmantelado, el
exceso de radiacién solar que no es procesado por la clorofila necesita ser
interceptado para disminuir la produccion de ERO generadas por la radiacion UV,
en este tipo de situaciones el hidroxitirosol es de gran importancia por su
capacidad antioxidante (Roca & Pérez-Galvez, 2020). En otras investigaciones se
ha determinado que el hidroxitirosol es un potente antioxidante con capacidad
para detener el estrés oxidativo ocasionado por grupos OH" y por los radicales
superoxidos, ademdas presenta actividad secuestrante hacia 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) y el 6xido nitrico (NO) (Hajihashemi & Geuns, 2013).

En la familia de los flavonoides se cuantificaron 12 compuestos los cuales se
detallan en la Tabla 5.4. Los perfiles de los flavonoides mostraron diferencias entre
los tratamientos Control, 42P4+NaCl y 6011+NaCl, como se puede observar en la
Figura 5.12. La sumatoria total de flavonoides en el tratamiento NaCl fue de 45,39
mg g, diferenciandose de los demas tratamientos, fue seguido por el tratamiento
Control (40,41 mg g) y los tratamientos 6011+NaCl (38,36 mg g™*) y 42P4+NaCl
(37,94 mg g*) que no se diferenciaron entre si.
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La mayor concentracion de flavonoides en el tratamiento con 150 mM de NaCl
puede haberse producido a expensas de una reduccion del contenido de
carotenoides, como se muestra en la Figura 5.7 a. Resultados similares han sido
reportados en otras solanaceas bajo estrés por 150 mM de NaCl (Ben Abdallah et
al., 2016).

Control

6011+NaCl

5=

Total=40.1 Total=38.36

42P4+NaCl

(+)-Catequina
(-}-Epicatequina

Rutina

(-}Galato de gallocatequina
(-}Epigalocatequina
(-}FGalato de epigaliocatequina
Quercetina

Naringina

Naringeninz

Miricetina

Procianicina B1
Procianicna B2

Tota=37.94

Total=45.39

OCONNNERNCOREDDN

Figura 5.12. Distribucion porcentual de flavonoides cuantificados en plantas de pimiento bajo

estrés por NaCl e inoculadas con las PGPR en estudio.

Los carotenoides juegan un rol determinante como extintores de especies
reactivas de oxigeno, es factible inferir que en este estudio existen dos
mecanismos diferentes para enfrentar los efectos nocivos del estrés por NaCl
entre las plantas tratadas con NaCl e inoculadas, siendo mas efectivo el
mecanismo empleado por las plantas inoculadas en las cuales los parametros

fisiol6gicos permanecieron estables pese al estrés salino.

Como puede observarse en la Figura 5.12, los compuestos mas abundantes en la

familia de los flavonoides fueron naringina, (-)-galato de gallocatequina y (-)-
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epigallocatequina. El tratamiento con NaCl presento las mayores concentraciones
de naringina 16,34 mg g duplicando el contenido de 60I1+NaCl y triplicando los
contenidos de 42P4+NaCl y Control. Las concentraciones de miricetina fueron
muy similares para los tratamientos 42P4+NacCl, Control y 60I1+NaCl (1,96, 1,95 y
1,81 mg g, respetivamente); mientras que el tratamiento con NaCl presenté las
menores concentraciones de miricetina. Del andlisis de la Figura 5.12, se puede
resaltar que en el Control los compuestos mas abundantes fueron (-)-galato de
gallocatequina y (-)-epigallocatequina. Sin dejar de lado que el compuesto (-)-
galato de gallocatequina se presenta en concentraciones similares en los
tratamientos con 42P4+NaCl y NaCl. Las concentraciones de (-)-galato de
gallocatequina fueron igual en los tratamientos inoculados y el control, mientras
que en el tratamiento con NaCl se encontraron las menores concentraciones de

este compuesto.

El contenido de quercetina disminuyd en el tratamiento con NaCl, mientras que no
se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos 60I1+NaCl y
42P4+NaCl con respecto al Control. Esto indica que la inoculacion disminuye el
efecto nocivo del NaCl sobre la acumulacion quercetina, la cual tiene un gran
potencial para eliminar especies reactivas de oxigeno (Agati et al., 2011; Ben
Abdallah et al., 2016), lo que concuerda con los menores niveles de MDA

encontrado en las plantas inoculadas en condiciones de salinidad.

La inoculacion con las PGPR disminuy6 el efecto nocivo del NaCl sobre los
contenidos de miricetina y quercetina. Estos resultados demuestran que la
miricetina y la quercetina jugarian un rol destacado en el sistema de defensa
antioxidante en las hojas de las plantas de pimiento. En otros estudios la salinidad
por NaCl indujo un efecto similar en las concentraciones miricetina y quercetina en
plantas de Polygonum maritimum vy trigo (Rodrigues et al., 2019; Janda et al.,
2018).

El contenido de naringina encontrado fue mayor en el tratamiento NaCl superando

ampliamente a los demas tratamientos. La naringina es considerada un
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mecanismo antioxidante no enzimatico eficaz en la eliminacion de ERO en plantas
sometidas a estrés por lesiones externas (Liu et al., 2021). Los resultados
encontrados permiten inferir que la naringina en el tratamiento con NaCl es el
flavonoide mas producido para enfrentar los efectos negativos de la salinidad,
mientras que en los tratamientos inoculados el rol protagonico esta a cargo de la
miricetina y quercetina.

La mayor concentracion de (-)-galato de gallocatequina en los tratamientos
inoculados y el control se correlaciona con el incremento en el peso seco de la raiz
y la disminucion de los contenidos MDA. El mayor desarrollo del sistema radical es
un parametro de gran importancia debido a que implica una mayor absorcion de
agua y de nutrientes pese a las condiciones adversas derivadas del estrés salino.
Resultados similares se han reportado en plantas de tomate tras la aplicacion
exdégena de epigallocatequina-3-galato (Ahammed et al.,, 2018). EIl
epigallocatequina-3-galato es un agente protector frente a estrés por frio, calor,
salinidad y sequia, debido a que disminuye la produccién de ERO y el dafio de las
membranas, preservando la funcionalidad del aparato fotosintético (Li et al., 2019).
De igual forma la aplicacion de epigallocatequina-3-galato exégena esta implicada
en la resistencia de A. thaliana al estrés biotico inducido por fitopatégenos (Hong
et al., 2015).

En la familia de los acidos fendlicos la mayor concentracion total se encontré en el
tratamiento con 42P4+NaCl (11,17 mg g™), seguido por NaCl (6,03 mg g™?), los
tratamientos Control y 6011+NaCl no mostraron diferencias significativas entre si y
presentaron las concentraciones mas bajas (4,94 y 3,94 mg g™, respectivamente).
Como se muestra en la Figura 5.13 el &cido cinamico fue el compuesto mas
abundante en los cuatro tratamientos. Se encontré en una mayor concentracion en
el tratamiento con 42P4+NaCl (8,70 mg g™), seguidos por los tratamientos NacCl,
Control y 6011+NaCl (4,24, 3,94 y 2,73 mg g, respectivamente) los cuales no
presentaron diferencias significativas. El acido galico se presentd con
concentraciones similares en los tratamientos NaCl y 42P4+NaCl (1,39 y 1,19 mg
gl), mientras que en los tratamientos 6011+NaCl y Control (0,82 y 0,49 mg g), se

presento en concentraciones menores pero sin diferencia significativa. El acido p-
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cumarico se encontré en mayor concentracion en el tratamiento 42P4+NacCl (0,20
mg g*), mientras que en los demas tratamientos 6011+NaCl, Control y NaCl (0,17,
0,14 y 0,14 mg g™, respectivamente) sus concentraciones no mostraron diferencia

significativa.

Control 60I1+NacCl

O

Total=4.94 Total=3.94

42P4+NacCl

O

Total=11.17 Total=6.03

NacCl

Acido gélico
Acido siringico
Acido cinamico

Acido p-cumérico

Acido ferualico

Figura 5.13. Distribucién porcentual de &cidos fendlicos cuantificados en plantas de pimiento bajo

estrés por NaCl e inoculadas con las PGPR en estudio.

La mayor concentraciéon de &cido p-cumarico se encontré en los tratamientos
inoculados. La acumulacién de acido fendlico esta relacionada con la reduccion
del estrés oxidativo, ya que el acido p-cumarico muestra una gran actividad
eliminadora de radicales debido a su naturaleza hidroxilo (Jamalian et al., 2013).
Resultados similares se encontraron en otro estudio en plantas de arroz donde se
propone que el acido p-cumarico y sus derivados son agentes prometedores para
reducir los efectos perjudiciales estrés salino (Minh et al., 2016).
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La mayor concentracion de la familia de estilbenoides se encontr6 en el
tratamiento Control (5,06 mg g™), y el tratamiento con 42P4+NaCl (4,94 mg g™) sin
diferencias significativas, mientras que en los tratamientos con NaCl y 6011+NaCl
las concentraciones fueron similares (4,37 y 4,25 mg g, respectivamente), como

se muestra en la Figura 5.14.

Control 60I1+NacCl

Total=5.06 Total=4.25
42P4+NacCl NacCl

Bl rolidatina
Bl Trans-resveratrol
Bl Pterostilbeno

Total=4.94 Total=4.37

Figura 5.14. Distribucidon porcentual de estilbenoides cuantificados en plantas de pimiento bajo

estrés por NaCl e inoculadas con las PGPR en estudio.

Las mayores concentraciones de trans-resveratrol se presentaron en el
tratamiento Control (3,44 mg g), seguido del tratamiento con 42P4+NaCl (2,91
mg g*'), mientras que los tratamientos con NaCl y 6011+NaCl presentaron

concentraciones similares (1,59 y 1,53 mg g*, respectivamente). Las mayores
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concentraciones de polidatina se presentaron en los tratamientos con 6011+NacCl y
NaCl (1,02 y 0,80 mg g respectivamente), mientras que los tratamientos con
42P4+NaCl y Control presentaron las concentraciones mas bajas (0,30 y 0,25 mg
g ', respectivamente). También se cuantificd pteroestilbeno, hallando la mayor
concentracién en el tratamiento con NaCl (1,98 mg g?'), seguido de los
tratamientos 42P4+NaCl y 6011+NaCl, los cuales mostraron concentraciones
similares (1,73 y 1,70 mg g, respectivamente), mientras que el Control presentd

la menor concentracion (1,37 mg g™).

La concentracion de trans-resveratrol fue similar en el tratamiento 42P4+NacCl y el
tratamiento Control. Es plausible sugerir que la inoculacién con la cepa 42P4
incrementa las concentraciones de trans-resveratrol revirtiendo el efecto nocivo del
NaCl sobre parametros de gran importancia como los contenidos de nitrégeno,
clorofila a y total, garantizando el funcionamiento del fotosistema bajo estrés
salino. Ademas, el tratamiento con 42P4+NaCl redujo la peroxidacién lipidica e
incrementd los contenidos de prolina indicando una adaptacion importante para
superar los efectos adversos de la salinidad. Resultados similares han sido
reportados en Citrus aurantium tras la aplicacion exdgena de resveratrol
(Kostopoulou et al., 2014). El papel protector del resveratrol también ha sido
informado en plantas de manzana estresadas por KCI (Li et al., 2021). De igual
forma el potencial antioxidante del resveratrol ha sido documentado frente a otros
tipos de estreses como 0zono, metales y radiaciéon UV (Hasan & Bae et al., 2018;
Sales & Resurreccion et al., 2014; Matus, 2016).

De esta manera, estudiar diferentes parametros fisioldgicos y bioquimicos junto
con los perfiles de compuestos fendlicos y su cambio frente a los diferentes
tratamientos de estrés salinos permite dilucidar los mecanismos de accion que las
bacterias PGPR desempefian para mitigar dichos efectos. Ademas, los resultados
indican que el efecto salino no es sélo producto del catién sodio, sino que el
contraion genera un efecto sobre el estrés como se demostro en las plantas
tratadas con NaCl. Finalmente, después de demostrar el efecto benéfico de la

inoculacién con PGPR bajo distintos estados fenologicos de las plantas de
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pimiento cv. Calafyuco INTA y bajo estrés abidtico, se plantea estudiar en el
proximo capitulo el potencial de las PGPR utilizadas como biofertilizante en
plantas de pimiento cultivadas bajo condiciones de campo.
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CAPITULO 6: Evaluacién del efecto de la inoculacién de plantas de pimiento
cv. Calafyuco INTA con PGPR nativas bajo condiciones de campo en la

provincia de Mendoza

I. Introduccién

Segun el ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (2021), en Argentina, en la
dltima década, se ha duplicado el uso de fertilizantes nitrogenados. En el afio 2019
se consumieron 2.618.215 t de fertilizantes nitrogenados, los cuales representan el
56% de los fertilizantes comercializados en el mercado nacional. Ademas, el
mismo informe sefala que la dosis promedio de fertilizacién nitrogenada no
alcanza para cubrir los requerimientos nutricionales de los cultivos, por lo cual la
reposicion de este nutriente en el suelo refleja un balance deficitario, el cual debe

ser abordado de forma responsable para garantizar la sostenibilidad.

Por lo recién expuesto, se sugiere el uso de alternativas agro-sustentables que
permitan incrementar la disponibilidad de nitrdgeno en los suelos cultivados de
Argentina. Aungue en un modelo biolégico diferente al estudiado en esta tesis, en
Argentina la biofertilizaciébn de soja con las bacterias noduladoras del género
Bradyrhizobium en la region pampeana han demostrado que provee hasta un 70%

del nitrégeno requerido por las plantaciones a un bajo costo.

Las practicas agricolas sustentables cada vez toman mas importancia en la
actualidad como una estrategia para mitigar los efectos adversos de la agricultura
moderna, la cual se ha caracterizado por generar un alto rendimiento y calidad de
los cultivos por medio de un uso desproporcionado de agroguimicos costosos y

muy contaminantes (Kavino et al., 2010).

Los biofertilizantes suelen estar constituidos por PGPR que son capaces de

colonizar la rizésfera de las plantas mejorando la disponibilidad de nutrientes y
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regulando los niveles de fitohormonas, estimulando el desarrollo de los cultivos. Lo
anteriormente mencionado ha hecho que sean considerados como una alternativa
o complemento al uso de productos quimicos en la produccién agricola
(Bhattacharjee & Dey, 2014). En ocasiones es frecuente el uso de distintas PGPR
en un bioformulado combinando cepas con diferentes actividades biolégicas que
en conjunto potencia el desarrollo de los cultivos (Bechtaoui et al., 2020;
Marinkovic et al., 2018).

La comercializacion de biofertilizantes en la provincia de Mendoza es un sector
econdémico poco explotado, debido en gran medida a la falta de cepas nativas para
los cultivos de la region. La falta de respuestas consistentes en cultivares
regionales y el escaso conocimiento respecto al almacenamiento, formas de
aplicacion y dosificacion adecuada, limitan el uso intensivo de PGPR en la

provincia.

En los capitulos 2, 3, 4 y 5 del presente estudio se ha demostrado el efecto
benéfico de PGPR nativas de Mendoza sobre plantas de pimiento cv. Calafyuco
INTA en condiciones controladas. En base a los resultados obtenidos se
seleccionaron las cepas con mayor potencial para evaluar su actividad en

condiciones de campo.

Para este proposito se seleccionaron las cepas 42P4 y 60l1. La cepa 42P4
pertenece al género Pseudomonas sp., uno de los géneros de PGPR mas
estudiados a nivel mundial. Se caracteriza por presentar un rapido crecimiento en
el suelo colonizando de forma efectiva la rizosfera, ademéas se ha asociado a la
mejora del crecimiento de las plantas en campo y en distintas condiciones de
estrés como hidrico, salino y por metales pesados (Mirzaei et al., 2020; Tahiri et
al., 2022). Por otra parte, la cepa 60I1 corresponde al género Cellulosimicrobium
sp., bacterias Gram positivas tipo bastén, las cuales estan ampliamente
distribuidas en el agua, suelo y material vegetal en descomposicién. Este género
ha sido reconocido por su potente potencial antifingico contra fitopatégenos que
ocasionan graves pérdidas en cultivos de pimiento como Phytophthora capsici,
Rhizoctonia solani y Pythium ultimum (Park & Shim, 2014).

Tesis Doctoral Miguel Andrés Lobato-Ureche Pagina 166



El presente estudio se condujo en condiciones de campo en tres temporadas. Los
ensayos se realizaron en los veranos de 2019, 2020 y 2021, los cultivos fueron
plantados en tres sitios diferentes de la provincia de Mendoza (San Martin, Campo

experimental de la FCA en Lujan de Cuyo y Montecaseros).

II. Objetivo especifico

5. Evaluar en plantas de pimiento Calahorra (cv. Calafyuco INTA) cultivadas en
condiciones de campo los cambios morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos, del
perfil de compuestos fendlicos y del componente rendimiento producidos por la

inoculacién con dos cepas PGPR nativas 42P4 y 60I1.

lll. Hipotesis

5. La inoculacién con las PGPR promueve el crecimiento, desarrollo y la
produccion de plantas de pimiento cultivadas en campo.

IV. Materiales y métodos

A. Material vegetal: se emplearon semillas de Capsicum annuum cv. Calafyuco
INTA gentilmente suministradas por el Dr. Claudio Galmarini (Instituto Nacional de

Tecnologia Agropecuaria, INTA-La Consulta).

B. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal: las cepas utilizadas
fueron: Cellulosimicrobium 6011 (6011) y Pseudomonas 42P4 (42P4). Las
rizobacterias se hicieron crecer de acuerdo a la metodologia descrita en el capitulo

2 de la presente tesis.

C. Germinacion de las semillas: las semillas se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 20% por 1 min y posteriormente se lavaron 3 veces con agua destilada

estéril para eliminar los restos de desinfectante. Las semillas se sembraron en
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bandejas que contenian sustrato estéril (Kekkila, turba Sphagnum, Finlandia) y se
trasladaron al invernaculo. Luego, cuando los plantines presentaron el primer par
de hojas verdaderas se inocularon con la cepa correspondiente a cada tratamiento

y a los 25 dias después de la inoculacion se trasplantaron a campo.

D. Ubicacion geografica de los experimentos: en esta investigacion a cada
temporada o afio de siembra le corresponde una ubicacién geografica diferente,
en lo sucesivo para facilitar la compresion del texto se citara el afio de la siembra,
asi quedara explicito el lugar donde se llevé a cabo el experimento como se

describe a continuacion:

Afio 1: la primera siembra se realizdé en el verano del afio 2018 en la finca del
horticultor Daniel Frasca ubicada en el departamento de General San Martin en la

provincia de Mendoza (https://maps.app.goo.gl/w5BVBVUvvkTtfOU9a

33°02°11.1"'S y 68°24°53.3'W). A las plantas se les suministro riego por gravedad
durante 3 dias por semana. Los plantines se sembraron en el campo el 12 de

noviembre del 2018.

Afio 2: la segunda siembra se realiz6 en el verano del afio 2019 en el predio de la
parcela experimental de Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional
de Cuyo, ubicada en el departamento de Lujan de Cuyo en la provincia de
Mendoza (https://goo.gl/maps/koPc5XpJND37msuB9, 33°00°38.4°S y
68°52°43.9"W). A las plantas se les suministro riego por gravedad cada 8 dias. Los

plantines se sembraron en el campo el 8 de noviembre del 2019.

Afo 3: la tercera siembra se realiz6 en el verano del afio 2021 en el distrito de
Montecaseros, ubicado en el departamento de General San Martin en la provincia
de Mendoza (https://maps.app.qoo.gl/VLzDVCAafcd]JZTA 33°02°45.8°'S vy

68°16°29.9°W). El riego de estas plantas se realizé por medio de un sistema de

riego por goteo 3 dias por semana. Los plantines se sembraron en el campo el 25

de noviembre del afio 2021.
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E. Disefio experimental: se estableci6é un disefio completamente aleatorizado de
4 tratamientos, con tres repeticiones de 10 plantas cada uno. Cada plantin se
inoculé con 1000 pL de medio conteniendo la cepa correspondiente al tratamiento,
como se muestra en la Figura 6.1. Para el tratamiento coinoculado se aplicé 500
UL de la cepa 60I1 mas 500 pL de la cepa 42P4 para un volumen final de

inoculante de 1000 pL. Los tratamientos fueron los siguientes:

T1. Control, plantas inoculadas con medio LB.
T2. Plantas inoculadas con 60I1.

T3. Plantas inoculadas con 42P4.

T4. Plantas inoculadas con 6011+42P4.

Figura 6.1. Inoculacion de plantines de pimiento con las cepas PGPR en estudio 15 dias antes del

trasplante a campo.
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Cabe resaltar que se realiz6 una Unica inoculacion con las PGPR en la etapa de

plantin y las determinaciones se realizaron en plantas adultas cultivadas a campo.

F. Variables evaluadas: al momento de la floracion, 60 dias después de la
siembra (dds), se evaluaron parametros de crecimiento: altura de la planta y
diametro del tallo. La altura de la planta se determiné desde la parte inferior del
tallo hasta el apice apical, mientras que el diametro del tallo se evalué a 10 cm del
suelo con un calibre digital (Caliper 0 a 150 mm). En la etapa de cosecha, 100
dds, se determiné el nimero de frutos por plantas, longitud, diametro y espesor de
la pared de los frutos con un calibre digital (Caliper 0 a 150 mm), y peso seco de
los frutos en estufa a 60°C hasta peso constante.

G. Determinacion de nitrégeno: se realizd en hojas previo a la floracidon
siguiendo la misma metodologia descripta en el Capitulo 3 del presente trabajo de
tesis.

H. Pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores: las determinaciones de
pigmentos fotosintéticos se realizaron en hojas previo a la floracion por

espectrofotometria como describié en el capitulo 3.

I. Extracciéon de los compuestos fendlicos: los compuestos fendlicos se
determinaron en hojas colectadas previo a la floracion de acuerdo con el
procedimiento previamente descripto en el Capitulo 3.

J. Analisis de compuestos fendlicos: el perfil de compuestos fendlicos en los
extractos de hojas de los diferentes tratamientos se realizé utilizando la misma

metodologia descripta en el Capitulo 3.

K. Analisis fisico-quimico de los suelos: se realizdé el andlisis del suelo de

correspondiente a los afios 2019 y 2021. Los resultados se incluyen en el Anexo 1.
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L. Analisis estadistico: para analizar los efectos de la inoculacion, el afio de
siembra y su interaccién se utilizé un ANOVA multifactorial y el test de Duncan
para las comparaciones multiples con un nivel de significancia de 0,05; donde el
efecto de la temporada o afio de siembra se representé con (a), la inoculacién con
(t) y la interaccion de estos dos factores como (axt). Para las medidas repetidas en
el tiempo se ajustd un modelo lineal mixto. El modelo incluyé efectos fijos de
tratamiento, tiempo y sus interacciones. Como efecto aleatorio se incluy6 la unidad
experimental. Se utilizo el software estadistico InfoStat (InfoStat version 2018v.
Grupo InfoStat, Argentina). Para la construccion de los graficos se emple6 el

software GraphPad Prism 7, San Diego, CA.
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V. Resultados y discusion

A. Efecto de la inoculacion con PGPR sobre el desarrollo de plantas de

pimiento cv. Calafyuco INTA cultivadas bajo condiciones de campo

En la Figura 6.2 a se muestra el monitoreo agronémico de la plantacién y en la

Figura 6.2 b la evaluacion de las variables mencionadas en materiales y métodos.

Figura 6.2. a) Monitoreo del desarrollo de las plantas y b) medicién de parametros relacionados
con el desarrollo de las plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR y cultivadas

bajo condiciones de campo.

El analisis de los datos mostré que el P-value de la temporada no fue significativo,
sin embargo, si lo fue para los tratamientos de inoculacion, mientras que la
interaccion de ambos factores tampoco fue significativa (Figura 6.3). Se observo
un efecto promotor de la inoculacion en los suelos de las tres temporadas
analizadas que como caracteristica general contenian muy baja materia orgénica,
contenidos medios de nitrdgeno en la finca de la FCA (afio 2019) y muy bajo en el
finca de Montecaseros (afio 2021); con contenidos de fésforo muy bajos y bajo
respectivamente. Las plantas inoculadas con las cepas 60I1 y 42P4, asi como las
coinoculadas presentaron una mayor altura con respecto a las plantas Control, en
cada uno de los tres afios de siembra. Una tendencia similar se observé en el

diametro del tallo el cual fue superior en las plantas inoculadas con respecto al
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Control. Sin embargo, el tratamiento coinoculado presenté el mayor diametro de
tallo, diferenciandose significativamente de los demas tratamientos, como se
muestra en la Figura 6.3 a y b. Este parametro esta directamente relacionado con

el vigor de la planta, demostrando la efectividad de la inoculacion.

a) P(a)=0.6234 b)
Pit)<0.0001 Pla)=0.2462

80 - Plaxt)=0.1322 P{t)<0.0001
_ 25 - P(axt)=0.4258
E £ a a a
w 60+ E2{ b b
£ s 1158 b b :
s B 151 i i
E 40' E
8 g 104

20+ k]
5 £ s
< o [
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Bl Control WH 42P4 pm 6011 W 42P4+60I11

Figura 6.3. Resultados obtenidos en las determinaciones de a) Altura de las plantas y b) Didmetro

del tallo de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR vy cultivadas bajo

condiciones de campo. Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos.

Es importante sefialar que como se demostré en el capitulo 3 de esta tesis, los
plantines previamente inoculados antes de ser trasplantados a campo se
encuentran con una estructura radical bien desarrollada, la cual facilita la
exploracion de una mayor porcién de suelo facilitando la absorcion de agua y
adquisién de nutrientes que potencian el desarrollo de los plantines inoculados al
momento de llegar al campo. Por otra parte, demostramos que las cepas en
estudio tienen la capacidad de solubilizar diferentes fuentes de fosforo, producir
sideroforos que facilitan la captacion de hierro y ademas producen reguladores del
crecimiento vegetal (Pérez-Rodrigues et al., 2021). Ademas, el efecto positivo

sobre la altura y el diametro de tallo de las plantas de pimiento inoculadas con las
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PGPR nativas puede estar relacionado con el mecanismo de fijacion de nitrogeno
atmosférico que poseen las rizobacterias inoculadas como se muestra a

continuacion.

B. Efectos de la inoculacion con PGPR sobre el contenido de nitrégeno en

hojas de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA cultivadas en campo

Con base en que en los parametros morfolégicos de mayor interés no se
encontraron diferencias estadisticas entre los diferentes afios de siembra, por
consiguiente, se optd por analizar el contenido de nitrogeno de las plantas
cultivadas solo en el tercer afo. Los tratamientos inoculados se diferenciaron del
Control en el contenido de nitrégeno foliar. El tratamiento con las cepas 6011 y
42P4 solas o combinadas presentaron la misma concentracion de nitrgeno como

se puede observar en la Figura 6.4.

P(t)<0.0001

(%) Nitrégeno

Control 6011 42P4 42P4+6011

Figura 6.4. Contenido de nitrégeno en hojas de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas

con PGPR bajo condiciones de campo. Tratamientos: Control, 42P4, 60I1 y coinoculado de

42P4+60I11. Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos.

La mayor concentracion de nitrégeno en las hojas de plantas inoculadas,
confirman que las PGPR despliegan el mecanismo de promocion del crecimiento
relacionado con la fijaciébn de nitrégeno atmosférico en el suelo, el cual queda

disponible para ser asimilado por las plantas de pimiento.
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C. Efecto de la inoculacion con PGPR sobre parametros fisioldégicos de
plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA cultivadas bajo condiciones de

campo

El indice de clorofila SPAD mostré una tendencia similar en los tratamientos
inoculados, los cuales se diferenciaron del Control en todos los afios de siembra
como se puede apreciar en la Figura 6.5. La estimacion in situ de este parametro
permite inferir que los contenidos de clorofila en las plantas inoculadas se
encuentran en un nivel optimo debido a la nutricién nitrogenada proporcionada a

las plantas por las PGPR.

Los valores encontrados del indice de SPAD en las plantas inoculadas estan
asociados a un mayor desarrollo de la parte aérea y mejora de los pardmetros
relacionados con el componente rendimiento. Otros autores han descrito una
correlacion lineal y positiva entre el indice de SPAD y la produccion. En plantas de
triticale y papa el indice de SPAD predice con precision el rendimiento del cultivo
(Janusauskaite et al., 2017; Krystyna & Milena, 2017).

P(a)=0.54200
P(t)<0.0001
801 P(axt)=0.4610

& 2. a a 5 ab Il control
c b ¢ B M s2p4
c M sonL
Il s2p4+601L

60

401

201

indice de clorofila (SPAD)

Ao 1 Ao 2 Afo 3

Figura 6.5. indice de clorofila medido in situ en plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas
con PGPR vy cultivadas bajo condiciones de campo. Letras distintas indican diferencias

significativas entre los tratamientos.
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Los contenidos de clorofila a y total determinadas por método colorimétrico
muestran una mayor concentracion de los pigmentos fotosintéticos en las plantas
inoculadas con respecto al tratamiento Control. Los incrementos en los contenidos
de clorofila a y total en las plantas inoculadas pueden estar relacionados con una
mayor absorcion de nitrégeno debido al mecanismo de fijacibn de nitrégeno
atmosférico que poseen las cepas en estudio. Resultados similares han sido
reportados en cultivos de trigo, arroz, espinaca y tomate inoculados con distintas
PGPR (Sharma et al., 2014; Purwanto & Suharti, 2021; RoyChowdhury et al.,
2016; Moustaine et al., 2017).

Entretanto, el contenido de compuestos fotoprotectores como los carotenoides fue
mayor en el tratamiento Control con respecto a los tratamientos inoculados en
todos los afios de siembra como se puede observar en la Figura 6.6 a y b. Una
tendencia similar se observé en el contenido de antocianinas los cuales se
encontraron en mayor concentracion en el tratamiento Control con respecto a los

inoculados como se muestra en la Figura 6.6 c y d.
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Figura 6.6. Concentracion de a) clorofila a, b) clorofila total, ¢) carotenoides y d) antocianinas de
pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR y cultivadas en condiciones de campo. Letras

distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos.

La mayor produccion de pigmentos fotoprotectores en el tratamiento Control
puede estar relacionada con la deficiencia de nitrogeno, lo cual deriva en una
deficiencia de clorofila; ante esta situacion, las plantas incrementan la produccién
de carotenoides para poder procesar el exceso de radiacién UV. Un rol similar
estaria desempefiando las antocianinas pero dirigidas a frenar el efecto nocivo de
las especies reactivas de oxigeno. Este tipo de actividad fotoprotectora de
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carotenoides y antocianinas ha sido demostrada en cultivos de lechuga y soja bajo

deficiencia de nitrégeno (Becker et al., 2015; Li et al., 2018).

D. Parametros del componente rendimiento evaluados en plantas de
pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR y cultivadas bajo
condiciones de campo

Las plantas inoculadas con las PGPR presentaron el mayor numero de frutos, asi
como los frutos con mayor peso seco como se muestra en la Figura 6.7 ay b. Los
frutos de las plantas inoculadas también fueron los mas largos, anchos y con
mayor grosor de la pared como se muestra en la Figura 6.7 c, d y e. Estos
pardmetros demuestran la efectividad de las PGPR estudiadas para promover el
crecimiento de las plantas de pimiento Calafyuco INTA e incrementar la

produccién.
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Figura 6.7. a) Namero de frutos por planta, b) peso seco del fruto, c) longitud del fruto, d) diametro
del fruto y e) espesor de la pared del fruto de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas
con PGPR vy cultivadas bajo condiciones de campo. Letras distintas indican diferencias

significativas entre los tratamientos.
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Los resultados presentados previamente relacionados al contenido de nitrogeno
en las plantas inoculadas, permiten inferir que el aporte de este nutriente por
medio del mecanismo de fijacion de nitrdgeno atmosférico por parte de las
bacterias provocé un mayor desarrollo de las plantas en la fase vegetativa.
Posteriormente al final del ciclo del cultivo, esto se tradujo en una mayor cantidad
y calidad de los frutos como se puede apreciar en la Figura 6.8. Resultados
similares han sido reportados sobre parametros relacionados con el rendimiento
en cultivos de maiz, trigo y centeno inoculados con diversas PGPR en los cuales
la mayor disponibilidad de nitrdgeno incrementd los contenidos de clorofila con
una consecuente mejora de la tasa fotosintética, lo que aumento el peso seco de
los granos (Gholami et al., 2012; Jarak et al., 2012; Kumar et al., 2014; Song et al.,
2015; Breedt et al., 2017).

Figura 6.8. Frutos de plantas de pimiento cv. Calafyuco INTA inoculadas con PGPR y cultivadas
bajo condiciones de campo. Tratamientos: a) Control, b) plantas inoculadas con 6011 c) 42P4 y d)

6011+42P4. Las fotografias se tomaron a escala real.
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E. Efecto de la inoculacién con PGPR sobre perfil de compuestos fendlicos
en plantas de pimiento Calafyuco INTA cultivadas bajo condiciones de

campo

Como se mencion6 anteriormente, debido a la ausencia de diferencias
estadisticas entre los diferentes afios de siembra en los parametros vegetativos,
se optd por analizar el perfil de los compuestos fendlicos de las plantas cultivadas

en el tercer afo.

El perfil de los compuestos fendlicos de plantas de pimiento cultivas en campo no
inoculadas (Control), inoculadas con PGPR (6011 y 42P4) y 42P4+60Il1 se
muestran en la Tabla 1. Se cuantificaron 22 compuestos fenélicos que se agrupan
en cuatro familias, segun su estructura quimica, teniendo asi: alcoholes fendlicos
simples, flavonoides, acido fendlico y estilbenoides. Los resultados muestran una
mayor concentracion de la sumatoria de compuestos fendlicos en las plantas

tratadas con 42P4, seguida por el tratamiento 42P4+6011, el Control y 60I1.
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Tabla 1. Perfil de compuestos fendlicos cuantificados en plantas de pimiento,

cultivadas en campo e inoculadas con las PGPR en estudio. Los resultados

cuantitativos estan expresados en mg g™ de materia seca.

Compuesto Control 6011 42P4 42P4+6011
Alcoholes fendlicos simples
Hidroxitirosol 1,4410,18a 0,7810,12b 0,6110,14b 0,41+0,01c
Tirosol 0,57+0,01a  0,3940,00c  0,45%0,10b 0,44+0,04b
3 Alcoholes fenélicos simples 2,01+0,18a 1,17%0,12b 1,06+0,17b 0,85%0,04c
Flavonoides
(+)-Catequina 17,50+0,23a 0,17+0,05b  0,35%0,00b 0,26+0,18b
Rutina 0,70+0,02b  0,20+0,00c  4,04+0,04a 1,03+0,00b
(-)-Epicatequina 0,16+0,01a n.d.* n.d.* 0,24+0,12a
(-)-Epigalocatequina 13,63+0,02a 6,8810,13b 5,33%0,40b 23,37+0,01a
(-)-Galato de galocatequina 18,82+0,78c 17,48+0,64c 37,74+2,54a 22,80+1,15b
(-)-Galato de epigalocatequina 8,11+1,99a 3,37+0,42c 6,77%0,57b 3,39+40,20c
Quercetina 0,62+0,11c 0,41+0,11c  14,04+0,23a 4,63+0,97b
Naringina n.d.* 8,60+0,90c  43,83+4,02a 13,66+0,70b
Naringenina 0,2510,08a n.d.* n.d.* n.d.*
Miricetina 3,73+0,03b  3,05+0,15b  12,09+1,36a 11,01+0,29a
Procianidina B1 n.d.* 5,5340,07a 0,87+0,10b 6,72+2,13a
Procianidina B2 4,12+2,97b  2,42%0,39c n.d.* 9,4310,63a
¥ Flavonoides 67,64+3,66c 48,11+1,26d 125,06%5,00a 96,54+2,80b
Acidos fendlicos
Acido galico n.d.* 1,01+0,13a n.d.* n.d.*
Acido cindmico 4,05+0,23d  6,11+0,25c  33,55%4,52a 21,20+4,51b
Acido p-coumarico 1,20+0,23a 0,29+0,02c 0,82+0,52b 0,30+0,08c
Acido siringico 0,16+0,06b  0,15+0,01b  0,48+0,06a 0,40+0,01a
Acido ferdlico 2,340,092  0,15+0,01b n.d.* n.d.*
3 Acidos fenélicos 7,75+0,34c  7,71+0,28c  34,85+4,55a 21,9+4,51b
Estilbenoides
Polidatina n.d.* 1,81+0,01b  6,06+0,71a 2,67+1,28b
trans-resveratrol 1,47+0,66c  3,00%0,21b 7,96%0,51a 6,90+1,28a
Pteroestilbeno 1,37+0,24c  1,98+0,26a 2,01+0,06a 1,67+0,04b
Y Estilbenoides 2,84+0,70d 6,79+0,33c  16,03+0,87a 11,24+1,81b
YCompuestos fenodlicos totales  80,20+0,95c 63,78+2,54c 176,98+6,07a 130,49+4,48b

Letras diferentes indican diferencias significativas (por fila). Los resultados vienen dados por el
valor medio (n = 3; tres determinaciones independientes, incluida la extraccién y la posterior
inyeccion) + desviacion estandar. *: no detectado.
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La mayor concentracion de alcoholes fendlicos simples (hidroxitirosol y tirosol) se
encontré en el tratamiento Control (2,01 mg g™*), seguido por 6011 (1,17 mg g™,
42P4 (1,06 mg g') y 42P4+6011 (0,85 mg g'). Dentro de esta familia el
tratamiento control presentd las mayores concentraciones de hidroxitirosol (1,44
mg g') y tirosol (0,57 mg g') mientras que la menor concentracién de
hidroxitirosol se encontré en el tratamiento 42P4+6011 (0,41 mg g*) y la menor
concentracion de tirosol correspondié al tratamiento 6011 (0,39 mg g), como se

muestra en la Figura 6.9.

Control 6011

Total=2.01 Total=1.17

42P4 42P4+6011

Il Hidroxitirosol
El Tirosol

Total=1.06 Total=0.85

Figura 6.9. Contenido de alcoholes fendlicos simples cuantificados en plantas de pimiento,
cultivadas en campo e inoculadas con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin bacterias);
60I1: Cellulosimicrobium 6011; 42P4: Pseudomonas 42P4 y coinoculacion: 42P4+60I1.

La mayor concentracién de hidroxitirosol y tirosol encontrada en el tratamiento

Control puede estar relacionada con una mayor capacidad antioxidante requerida
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por las plantas debido al estrés por escases de nutrientes. La activacion de la ruta
del acido shikimico para la sintesis de los compuestos fendlicos para enfrentar el
estrés abiotico propicio la desviacion de fotoasimilados y nutrientes, para activar
mecanismos de defensa. Asi, la cantidad de fotoasimilados requeridos para
completar el crecimiento disminuyd. Las plantas Controles presentaron menor
contenido de nitrégeno, clorofila a y total, asi como menor tamafio de las plantas y
frutos con menor peso seco. Caretto y colaboradores, (2015) sefialan que la
activacion de los mecanismos de defensa en las plantas que involucran la
produccion de compuestos fendlicos implica un costo energético elevado el cual

va en detrimento del crecimiento y el rendimiento.

La teoria de “asignacion flexible de recursos durante la defensa” de la fisiologia
vegetal explica que debido a que los recursos para el desarrollo de las plantas son
limitados, estas deben repartir el gasto energético entre diferentes funciones
fisiolégicas, como crecimiento, aclimatacién, mantenimiento de tejidos,
reproduccion y defensa. Estas funciones presentan una relacion inversa y
mutuamente excluyente, ya que la asignacion a una funcién da como resultado la

disminucion de otra (Schultz et al., 2013).

La mayor concentracion de hidroxitirosol y tirosol en el tratamiento Control se
correlacioné con un menor contenido de nitrégeno en las hojas. La deficiencia de
nitrégeno se considera un estrés abidtico importante capaz de reducir la
conductividad hidraulica del sistema radicular y de disparar la producciéon de H,0O,
en las raices. El incremento de compuestos fendlicos en respuesta al estrés
abidtico por falta de nitrogeno ha sido documentado en plantas de manzanilla,
tabaco y albahaca (Kovacik et al., 2007; Del Mar Rubio-Wilhelmi et al., 2012;
Argyropoulou et al., 2015).

Bajo condiciones de deficiencia de nitrégeno se incrementa la produccion de
compuestos fendlicos, dentro de los cuales estan los alcoholes fendlicos simples,
esto es debido a la disminucion de la demanda de aminoéacidos y proteinas
destinadas para intervenir en el crecimiento de la planta. Ademas, la falta de

nitrdgeno obliga a la planta a realizar cambios importantes en su metabolismo lo
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que induce un cambio de compuestos nitrogenados como los aminoacidos a
compuestos ricos en carbono como los compuestos fenolicos (Del Mar Rubio-
Wilhelmi et al., 2012).

Estos resultados permiten sugerir que la interaccion de las PGPR con las plantas
de pimiento en los tratamientos inoculados ha sido efectiva, de tal forma que las
cepas bacterianas han activado los mecanismos que promueven el crecimiento de

las plantas, proporcionando una mejor nutricion al cultivo.

El despliegue de los mecanismos previamente mencionados se evidencia en el
incremento de los contenidos de clorofila; en conjunto la estabilidad de la tasa
fotosintética en las plantas inoculadas que indujo una mayor altura de las plantas y
una mejora notable en los parametros relacionados con el componente
rendimiento. Los contenidos adecuados de clorofila en las plantas inoculadas
redujeron la necesidad de producir alcoholes fendlicos simples, una situacion
inversa se observo en el tratamiento Control, en el cual ante la deficiencia de
clorofila y los problemas de estrés oxidativos derivados de esta situacion las
plantas redireccionaron su metabolismo hacia la produccion de alcoholes fendlicos

para atenuar los posibles efectos nocivos de las ERO.

En la familia de los flavonoides, se identificaron y cuantificaron los siguientes
compuestos: (+)-catequina, rutina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-galato
de galocatequina, (-)-galato de epigalocatequina, quercetina, naringina,
naringenina, miricetina, procianidina B1 y procianidina B2. La concentracién total
de los perfiles de flavonoides fue diferente para cada tratamiento como se muestra
en la Figura 6.10.
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Figura 6.10. Flavonoides cuantificados en plantas de pimiento cultivadas en campo e inoculadas
con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin bacterias); 60I1: Cellulosimicrobium 60I1;
42P4: Pseudomonas 42P4 y coinoculado: 42P4+60I1.

La mayor concentracion total de flavonoides la presentd el tratamiento 42P4+6011
(456,94 mg g'), seguido por el 42P4 (444,61 mg g), el Control (235,76 mg g*) y
6011 (143,06 mg g). Los niveles més altos en esta familia correspondieron a la (-
)-epigalocatequina y (-)-galato de galocatequina en el tratamiento 42P4+6011

(23,37 y 22,80 mg g respectivamente).

El tratamiento Control presentd la mayor concentracion de catequina, asi como el
menor contenido de nitrégeno en las hojas. Estos resultados indican que el estrés
abibtico impuesto por la deficiencia de nitrdgeno genera estrés oxidativo en las
plantas de pimiento, de ahi la necesidad de producir catequina, la cual tiene un
gran efecto antioxidante que ayuda a mitigar los efectos adversos de ERO
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(Kovacik et al., 2014). Resultados similares se han reportado en hojas de plantas
de té y en inflorescencias de Coreopsis tinctoria donde la deficiencia de nitrégeno

estimulo la produccién de catequinas (Fan et al., 2015; Li et al., 2021).

La concentracibn de galato de epigalocatequina fue mayor en el Control
comparado con los demds tratamientos y presentd el mismo comportamiento
previamente descrito de las catequinas con respecto al contenido de nitrégeno.
Ahammed et al., (2018) informaron que el tratamiento exdgeno con dosis medias y
bajas de galato de epigalocatequina incrementan el crecimiento y la germinacion

de plantulas de tomate bajo estrés salino.

De igual forma el efecto benéfico del galato de epigalocatequina ha sido
demostrado en plantas de tomate bajo estrés por calor, frio y sequia (Li et al.,
2019). No obstante, otros autores han reportado que el tratamiento exégeno con
dosis altas de galato de epigalocatequina retrasa la germinacioén, el crecimiento de
raices primarias y reduce la acumulacion de biomasa en plantulas de tomate
(Ahammed et al., 2020).

Por lo reportado en la literatura, se puede sugerir que las altas concentraciones de
galato de epigalocatequina pueden comportarse como un agente limitante del
crecimiento de las plantas. Las mayores concentraciones de galato de
epigalocatequina en el tratamiento Control se correlacionan con un menor
crecimiento de las plantas, contenido de nitrdgeno, clorofila a y total, eficiencia del
fotosistema Il (Fv/Fm) y menor acumulacién de materia seca en los frutos. Por
consiguiente, se propone que el efecto nocivo de la gran acumulacién de galato de
epigalocatequina observados responden a la teoria de “asignacion” previamente

explicada en la seccién correspondiente a los alcoholes fendlicos simples.

La teoria de “asignaciéon” aplicada a los resultados encontrados en este estudio
establece un vinculo entre diferentes familias de compuestos fendlicos (alcoholes
fendlicos simples y flavonoides) involucrando la produccién exacerbada en el
tratamiento Control de hidroxitirosol, tirosol, catequina y galato de
epigalocatequina que responden a una menor disponibilidad de nitrogeno, lo que

ocasiona una reconfiguracion del metabolismo de la planta, el cual se centra en la
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produccion de compuestos de carbono para frenar los efectos del estrés oxidativo

impuesto por el déficit de nitrégeno.

La naringina solo se cuantific6 en los tratamientos inoculados con las PGPR,
mientras que en el tratamiento Control no fue detectada. La naringina es un
flavonoide glicosilado, por lo que es razonable sugerir que en el tratamiento
Control la naringina se desglicosilé dando lugar a la naringenina la cual solo se
cuantifico en este tratamiento. Abdul-Qader y colaboradores, (2014) reportaron
que la fertilizacion biolégica y quimica incrementaron la concentracion de naringina
en plantas de estevia. De igual forma, en otra investigacion se reportd que la
aplicacion de digestatos mejor6 la calidad en plantas de pepino incrementando el

contenido de naringina (Panuccio et al., 2019).

La naringenina solo se detectd y cuantific6 en el tratamiento Control, el cual
también present6 el menor tamafio de las plantas y la menor calidad de los frutos
(peso, largo, diametro y el espesor de la pared del fruto). Se ha reportado que, de
manera dependiente de la dosis, la naringenina inhibe la germinacion y el
crecimiento de las raices en plantulas A. thaliana (Hernandez & Munné-Bosch,
2012). De igual forma en otro estudio se demostré que la naringenina inhibe el
crecimiento longitudinal, el peso y el crecimiento celular en raices de soja (Bido et
al., 2010). Es posible que los mayores contenidos de naringenina en el tratamiento
Control de este estudio hayan afectado el desarrollo radical, limitando la absorcién

de nutrientes lo que se vio reflejado en un menor desarrollo de las plantas.

La naringenina es considera el precursor principal de la mayoria de los flavonoides
(Abdel-Lateif et al., 2013; Feng et al., 2013). La presencia de este compuesto en el
tratamiento Control y su ausencia en los tratamientos inoculados, permiten inferir
que las plantas Control se encuentran en un estado de produccion de flavonoides
gue apunta a necesidades fisioldgicas diferentes en comparacion con los demas
tratamientos. Se sugiere que en los tratamientos inoculados se han metabolizado
la naringenina para atender otros requerimientos metabdlicos de las plantas, esto

una vez mas como se ha mencionado a lo largo de la discusion de los compuestos
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fendlicos, puede estar claramente relacionado con las deficiencias de nitrégeno

encontradas en las plantas Control.

El estrés ocasionado por la deficiencia de nitrégeno en el tratamiento Control se
encuentra asociado a una menor concentracion de clorofila a y total en las plantas.
La disminucién de clorofila es considera el primer indicio de estrés y de la
consecuente produccion de ERO. Por otra parte, se sabe que el aumento de H,0,
contribuye a la regulacion positiva de los genes involucrados en la defensa de las
plantas. Frente a este tipo de situaciones el papel de los compuestos fendlicos
radica principalmente en la eliminaciéon de ERO. Sin embargo, recientemente se
ha demostrado que paraddjicamente la naringenina puede activar de forma
explosiva la produccién de H,O, y O, estimulando la respuesta defensiva de las
plantas caracterizada por la activacion de genes de defensa y la acumulacion de
acido salicilico (An et al.,, 2021). Por consiguiente, es factible sugerir que los
mayores contenidos de naringenina en el tratamiento Control podrian haber sido
tomados como una sefial para que las plantas activaran los mecanismos de
defensa debido al estrés por falta de nitrégeno, de esta forma en las plantas
Control se produjo una descompensacion entre los recursos destinados para la
defensa en los cuales se invirti6 méas, en detrimento del crecimiento y la

produccion.

Como acidos fendlicos, se cuantificaron acido galico, acido cindmico, &cido p-
cumarico, acido siringico y acido ferudlico. La mayor concentracion total de acidos
fendlicos fue cuantificada en el tratamiento 42P4 (34,85 mg g™*), seguido por el
42P4+6011 (21,91 mg g™), Control (7,75 mg g*) y 6011 (7,71 mg g™) como se

puede observar en la Figura 6.11.
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Figura 6.11. Contenido de &cidos fendlicos detectados en plantas de pimiento cultivadas en campo
e inoculadas con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin bacterias); 60I1:
Cellulosimicrobium 60I11; 42P4: Pseudomonas 42P4 y coinoculacion: 42P4+60I1.

El acido galico solo se cuantific6 en el tratamiento 6011 (1,01 mg g*). Los
tratamientos 42P4 y 42P4+60l11 mostraron altas concentraciones de &cido
cinamico (33,55 y 21,20 mg g*) respectivamente. De igual forma, los tratamientos
Control y 42P4 mostraron las mayores concentraciones de acido p-cumarico, (1,20
y 0,82 mg g™) respectivamente, seguidos por el tratamiento 42P4+6011 (0,30 mg g
1Yy 6011 (0,29 mg g}). La mayor concentracién de &cido siringico se cuantificé en
el tratamiento 42P4 (0,48 mg g*'), mientras que la menor concentracién la

presentd el tratamiento 60I1 (0,15 mg g™). La mayor concentraciéon de &cido
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ferdlico se cuantificé en el tratamiento control (2,34 mg g*), seguido por el
tratamiento 6011 (0,15 mg g™), mientras que en los tratamientos 42P4 y 42P4+60I1
no fue detectado.

El comportamiento de los &cidos fendlicos en las plantas cultivadas en campo e
inoculadas con PGPR en esta tesis presenta una tendencia claramente definida.
Para entenderlo es importante sefialar que en la ruta del acido shikimico la
desaminacion de la fenilalanina por medio de la accion de la fenilalanina amonio
liasa (PAL) da lugar a la formacion de acidos cinamico y cumarico, estos dos
compuestos son responsables de la formacién de moléculas organicas complejas
como la lignina, cumarinas, taninos, flaconas, isoflavonas y flavonoides. Los
acidos cindmico y cumarico se metabolizan y dan lugar a los acidos ferulico y

caféico de gran importancia en otras funciones del metabolismo secundario.

Como se muestra en la Figura 6.11 en esta investigacion se presentan dos rutas
claramente definidas en relacion a la sintesis de los acidos cindmico y cumarico.
La ruta 1: estd definida por una mayor produccion de &cido cindmico y es el
mecanismo prevalente en los tratamientos inoculados. Mientras que la ruta 2: esta
determinada por una mayor produccién de acido p-cumarico y corresponde al

mecanismo adoptado por las plantas Control.

La prevalencia de alguna de estas rutas tiene importantes implicaciones en la
produccion de otros &cidos fendlicos que se forman como resultado del
metabolismo del cindmico y p-cumarico. Por ejemplo, la mayor concentracion de
acido cindmico se cuantific6 en los tratamientos inoculados, mientras que el
control presentd las menores concentraciones de este compuesto, asi como una
menor altura de la planta y calidad de los frutos. En otros estudios se demostro
gue el acido cinamico es un promotor del crecimiento de las plantas debido a que
estimula la division y la expansion celular en las hojas, ademas contribuye a la
expansion del sistema radical facilitando la exploracion y captacion de nutrientes
(Singh et al., 2013; Kurepa et al., 2018; Steenackers et al., 2019).

La ruta 2 propuesta en el metabolismo de los acidos fenodlicos corresponde al

mecanismo utilizado por el Control, donde se presenta un importante gasto de
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acido cinamico favoreciendo la conservacion del acido p-cumarico el cual es mas

abundante en el Control, como se muestra en la Figura 6.11.

Para explicarlo se procedié a analizar de forma indirecta el destino del acido
cindmico en los tratamientos partiendo de un subproducto de su metabolizacién: el
acido ferulico, el cual se encontr6 en una concentracion 15 veces mayor en el
tratamiento Control con respecto al tratamiento con 60I1, mientras que en los
tratamientos 42P4 y 42P4+6011 no fue detectado. El acido ferulico es un derivado
del &cido cinamico enormemente abundante en los tejidos vegetales, debido a que
es un componente esencial de la pared celular, su génesis esta determinada por el
ataque oxidativo sobre el alcohol coniferilo un importante componente de la lignina
(Mathew & Abraham, 2006; Kumar & Pruthi, 2014).

La concentracion de acido cinamico cuantificada en el Control fue menor que la
cuantificada en los tratamientos inoculados. Esto permite inferir que en el
tratamiento Control se esta redireccionando la conversion de acido cinamico a
acido ferulico en comparacion con los demds tratamientos. Esto puede estar
relacionado a la baja disponibilidad de nutrientes en el tratamiento Control lo que
obliga a las plantas a producir acido ferulico para reforzar la actividad antioxidante
impuestas por las especies reactivas de oxigeno, que abundan bajo distintas

condiciones de estrés, incluido el estrés por escases de nutrientes.

En particular la deficiencia de nitrégeno encontrada en el tratamiento Control
puede estar relacionada con la produccién de acido feralico como antioxidante.
Resultados similares fueron reportados en plantas de manzanilla bajo estrés por
deficiencia de nitrégeno (Kovacik et al., 2007). Otros autores han informado que el
acido ferulico es efectivo para eliminar radicales libres como el peréxido de
hidrogeno, el anion superoxido, radical hidroxilo e inclusive el didxido de nitrdgeno
(Paiva et al., 2013; Boz, 2015). Ademas, el acido ferulico es un precursor de
importantes moléculas de sefializacién, compuestos antimicrobianos vy fitoalexinas
de gran importancia en la respuesta de defensa de las plantas (Mathew &
Abraham, 2006).
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La limitada produccion de acido ferdlico en las plantas inoculadas y coinoculadas
cultivadas bajo condiciones de campo puede considerarse como indicador de un
correcto balance a nivel metabdlico de las plantas que presentan una mejor
nutricion debido al efecto de promocion por las PGPR. Es importante resaltar que
la menor concentracion de acido ferulico en los tratamientos inoculados presenta
una correlacion directa con los mayores contenidos de acido cinamico, nitrégeno,
contenidos clorofila a y total, altura de la planta y calidad de frutos encontrada en

estos tratamientos bajo el efecto de las rizobacterias.

En la familia de los estilbenoides se cuantificaron polidatina, trans-resveratrol y
pterostilbeno. La mayor concentracion de estilbenoides se cuantificé en el
tratamiento 42P4 (16,03 mg g™), seguido por el tratamiento 42P4+60I1 (11,24 mg
g ™), 6011 (6,79 mg g*) y Control (2,84 mg g*). El tratamiento 42P4 presenté las
mayores concentraciones de trans-resveratrol, polidatina y pteroestilbeno con
(7,89, 6,06 y 2,01 mg g*), respectivamente. Mientras que en el control no se
cuantifico polidatina, ademas mostrdé las concentraciones mas bajas de trans-
resveratrol y pteroestilbeno con (1,47 y 1,37 mg g}), respectivamente. Como se

muestra en la Figura 6.12.
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Figura 6.12. Contenido de estilbenoides detectados en plantas de pimiento cultivadas en campo e
inoculadas con las PGPR en estudio. Tratamientos: Control (sin bacterias); 60I1:
Cellulosimicrobium 60I11; 42P4: Pseudomonas 42P4 y coinoculado: 42P4+60I1.

Los tratamientos inoculados presentaron la mayor concentracién de estilbenoides
con respecto al Control. La polidatina se cuantificé en todos los tratamientos
excepto el Control en el cual no fue detectado. La polidatina es un glucésido del
resveratrol, este Ultimo compuesto también presentd la menor concentracion en el
tratamiento Control. Lo recién expuesto, permite sugerir que en las plantas
inoculadas en las cuales se presentd el mayor crecimiento y produccion el
resveratrol se encuentra unido a azucares formando polidatina, mientras que en el
tratamiento Control se ha separado el grupo glucésido del resveratrol por lo cual la

polidatina no fue detectada en este tratamiento.
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La baja disponibilidad de glucésidos en el Control para formar polidatina puede
estar asociada con la baja disponibilidad de clorofila a y total, lo que ocasioné un
funcionamiento deficiente del fotosistema Il, reduciendo la cantidad de hidratos de
carbono producidos en el proceso fotosintético. Aunque también se propone como
hipotesis alternativa que en el tratamiento Control fue necesario recurrir a la
glucosa de la polidatina para usarla como fuente de energia en otros procesos
fisiologicos de la planta dando como resultado el agotamiento de la polidatina que

paso a convertirse en resveratrol.

Las plantas Control presentaron la menor concentracion de pterostilbeno, este
compuesto es un analogo natural metoxilado del resveratrol. Por lo que una menor
concentracion de resveratrol en el Control como recién se habia informado es
consistente con menores contenidos de pterostilbeno, debido a que el primero se
usa como sustrato precursor para la formacién de este ultimo. El resveratrol es un
compuesto importante que protege a las hojas de la radiacion UV (Ogneva et al.,
2021). Mientras que el pterostilbeno posee propiedades antifiungicas incluso mas
potentes que las del resveratrol (Flamini et al., 2013; Wang, et al., 2018; Duke,
2022). Ademas, el pterostilbeno esté involucrado en los mecanismos de tolerancia
a la sequia en plantas (Yang et al., 2021).

Por consiguiente, es factible sugerir que la sumatoria de los mecanismos
relacionados con la efectividad de las PGPR, pueden estar involucrados con el
buen desarrollo de la parte area de las plantas inoculadas, lo que representan una
caracteristica agrondmica de gran importancia en la medida en que refleja plantas
bien nutridas, las cuales se encuentran aptas para producir frutos de calidad y
tolerar de forma mas eficiente el estrés ambiental. La mayor concentracion de
nitrégeno en los tratamientos inoculados con respecto al Control ayuda a explicar
la mayor concentracion de clorofila a y total, asi como la mayor altura y ancho de
las plantas, que posteriormente en la etapa de cosecha se tradujeron en una

mejora en el peso seco, longitud, ancho y grosor de los frutos.
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Por todos los resultados encontrados, el uso de estas rizobacterias podria ser una
alternativa sustentable para los productores de pimiento para industria en la
provincia de Mendoza, contribuyendo significativamente en la reduccion de los
costos asociados a la compra de fertilizantes de origen mineral, sumado a un

beneficio ambiental.
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Conclusiones generales de la tesis

La inoculacion de pimiento cv. Calafyuco INTA en distintos estadios de desarrollo
fenologico con PGPR nativas de Mendoza, demostro ser un método recomendable
para incrementar los parametros relacionados con el crecimiento, asi como para
modificar de forma positiva variables fisiologicas e incrementar la produccion y
calidad de frutos (Figura 6.13). Ademas, el perfil de compuestos fendlicos se vio
modificado por la inoculacion de forma diferente dependiendo del estado

fenologico de la planta.

Efecto de la inoculacion con PGPR nativas en los
diferentes estadios de plantas de pimiento

: OE: 5
I OE I Campo

OE: 1 Invernaculo

Camara de
crecimiento

En todos los estados fenoldgicos y condiciones evaluadas, la inoculacion con las
cepas PGPR Pseudomonas 42P4 y Cellulosimicrobium 60I1, incrementaron las
variables evaluadas: morfol6gicas, bioquimicas, fisiolégicas y del componente
rendimiento. Ademas, modificaron el perfil de compuestos fendlicos favoreciendo el
crecimiento y desarrollo de las plantas incluso bajo condiciones de estrés salino.

Figura 6.13. Resumen grafico de las conclusiones
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El efecto de la inoculacion demostré ser dependiente de la PGPR empleada, las
mas efectivas fueron Pseudomonas 42P4 y Cellulosimicrobium 60I1. También la
formulacion de un consorcio fue efectiva para promover el crecimiento al combinar

ambas cepas.

Las PGPR incrementaron la germinacion de las semillas, el indice de vigor, el
diametro y la longitud de las plantulas,reduciendo el tiempo de germinacion hasta
un 28% lo cual es de suma importancia para la produccién industrial de plantines
de pimiento a gran escala La inoculacion incrementé la concentracion de
compuestos fendlicos libres en las plantulas, entre los que resaltan una mayor
produccion de acidos fendlicos naringina, rutina y tirosol que podrian ser utilizados
como fuentes de carbono para las PGPR y compuestos antioxidantes para las

plantas.

La inoculacién de plantines de pimiento con las PGPR Pseudomonas 42P4 y
Cellulosimicrobium 6011 fue efectiva para incrementar el crecimiento, de forma
similar a un fertilizante comercial de origen quimico. En los plantines inoculados
predominé la produccion de los flavonoides (naringenina, naringina, catequina y (-
)-galato de epigallocatequina). Esto se correlacciond con una respuesta positiva

en la acumulacion de pigmentos fotosintéticos y en el crecimiento.

La inoculacion de plantas en macetas también incrementd los parametros
morfologicos y fisioldgicos, de forma similar al tratamiento Fertilizado. Ademas, las
PGPR incrementaron el numero de flores por planta, asi como el diametro,
namero y peso seco de los frutos. La inoculacion con Pseudomonas 42P4
incrementd la produccién de quercetina, naringenina, (-)-galato de gallocatequina,
qguercetina y miricetina. La abundancia de estos compuestos se correlaciona con

una efectiva colonizacién del sistema radical por parte de las bacterias.

De igual forma, en los tratamientos inoculados con Pseudomonas 42P4 vy
Fertilizado se encontraron compuestos con actividad antifingica como los acidos
fendlicos (acido cinamico y ferulico), debido a que son precursores del acido
salicilico. Se determiné como dosis de tolerancia a la salinidad para el pimiento cv.
Calafyuco INTA una concentracion de 150 mM de NaCl y 200 mM de Na,SO,. La
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inoculacién con las cepas Pseudomonas 42P4 vy Cellulosimicrobium 6011
disminuye los efectos negativos de la salinidad por ambas sales en plantas de
pimiento, incrementado la respuesta ante el estrés abidtico por medio de una
mayor acumulacion de nitrdgeno prolina, hidroxitirosol, tirosol, miricetina,
quercetina, (-)-galato de gallocatequina, acido p-cumarico y trans-resveratrol.
Ademas, las plantas inoculadas mantuvieron la integridad de las membranas vy el

equilibrio osmatico..

Las PGPR Pseudomonas 42P4 y Cellulosimicrobium 60l1 demostraron su
capacidad para desplegar los mecanismos de promocién del crecimiento en
plantas cultivadas en campo, incrementando el desarrollo de la parte area de las
plantas inoculadas, lo que representan una caracteristica agronémica de gran
importancia en la medida en que refleja plantas con un buen estado nutricional, las
cuales se encuentran aptas para producir frutos de excelente calidad y tolerar de
forma mas eficiente el estrés ambiental. Ademas, las plantas inoculadas con las
PGPR en estudio produjeron el mayor nimero de frutos y con mayor contenido de

materia seca en los tres afios de ensayos.

Las plantas inoculadas presentaron una mayor produccion de &cido cinamico,
mientras que en las Control predomind el &cido p-cumarico. Los tratamientos
inoculados presentaron la mayor concentracion de estilbenoides con respecto al
Control, los cuales estan relacionados con la defensa de las plantas. La polidatina

se cuantific en todos los tratamientos excepto en el Control.

Finalmente, se sugiere el uso combinado de las rizobacterias Pseudomonas 42P4
y Celullosimicrobium 60I1 como un bioinoculante efectivo para promover la
germinaciéon de semillas de pimiento cv. Calafyuco INTA, incrementar el
crecimiento de los plantines, inducir la RSI bajo condiciones de estrés por
salinidad y para suplir gran parte de la fertilizacion nitrogenada en las plantas
cultivadas en campo, asi como para incrementar la produccién en la provincia de
Mendoza. No obstante, se sugiere la realizacion de experimentos que permitan

desarrollar un protocolo para la produccion a escala industrial de las rizobacterias.
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Ideas proyecto generadas a partir de la tesis

Evaluar los efectos de la aplicacion exdgena de compuestos fendlicos en el
proceso de colonizacion y germinacion de semillas inoculadas con PGPR para
correlacionar el efecto de cada uno con el que se produce con la inoculacion con

las bacterias.

Determinar y evaluar otros mecanismos asociados a la produccién y modificacion

de niveles enddgenos de hormonas que participan en el alivio del estrés salino.

Estudiar bajo condiciones de estrés salino el potencial antioxidante de la
aplicacion exdgena compuestos fendlicos y PGPR.

Realizar ensayos de campo en distintas localizaciones de la provincia de Mendoza

con suelos con diferentes caracteristicas.

Evaluar mecanismos por los cuales las PGPR producen incrementos en la calidad

de frutos.
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Anexo 1

Analisis Fisico Quimico

Material: suelo Ubicacién: Facultad de Ciencias Agrarias Afo: 2019
Determinaciones
pH: 7.61 Clasificacién:  Neutro TEXTURA: Franco-limoso

Caracteristicas de Salinidad y Sodicidad

Determinacion Conductividad Eléctrica Actual RAS
Unidades: mmhos/cm dS/m pmhos/cm
Cuantificacion: 2.63 2.63 2630 1,57
Clasificacion: NO SALINO
CATIONES ANIONES
CATION ca? | mg? | « Na* ANION cos | Heos | o | so.
Unidad: meq/I 26.36 | 19.27 1.5 7.39 Unidad: meq/I 0.0 3.2 12.91 4.1
Caracteristicas de Fertilidad
Alto
Medio alto
Medio
Bajo I l l
o (= E =
Determinacion Mat-O | N-Total | Fosforo | Potasio | Calcio |Magnes.| Sodio CIC Boro | N-NO3 S
Unidades: % ppm ppm | cmol+/Kg | cmol+/Kg | cmol+/Kg | cmol+/Kg | meg/100g| ppm ppm ppm
Resultado 0.90 73,5 3.1 1.9 2.6 0.2 0.7 #N/A #N/A #N/A #N/A
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Tecnicas analiticas segun criterio de TESTERRA, salvo indicacion especifica del cliente. Prohibida su reproduccion total o parcial, sin previa autorizacion del laboratorio TESTERRA.

Datos Generales

B LV

ANALISIS FISICO-QUIMICO

Propietario: Vivero Productora Establecimiento: Finca Maria Extraida por:  Cliente
Solicitante:  Emiliano Malovini Ubicacién: 0 Fecha Ingreso: 21-09-21
Material:  Suelo Cultivo: - Fecha Informe: 04-10-21
GPS: Profundidad (cm): Meta de produccién: N/D
ID Muestra: Suelo Vivero Observaciones: 0 Codigo laboratorio: ~ M212678
Determinaciones
pH: 8.1 Clasificacion: MODERADAMENTE ALCALINO TEXTURA: ARENOSO 68  (ml%g)
%Arena:  N/D  %limo: N/D %Arcilla:  N/D
Caracteristicas de Salinidad y Sodicidad
Determinacion Conductividad Eléctrica Actual RAS
Unidades: mmbhos/cm dS/m umhos/cm
Cuantificacion: 1.54 1.54 1541 2.85
Clasificacion: NO SALINO
CATIONES ANIONES
CATION ca? | mg? K* Na* ANION cos | Heos | o SO,
Unidad: megq/I 4.66 0.6 1.85 4.63 Unidad: meq/I 0.0 3.3 3.5 4.9
Unidad: ppm 93 7 72 107 Unidad: ppm 0.0 202 125 235
Caracteristicas de Fertilidad
Alto
Medio alto
Medio
Bajo I
IR | B |
Determinacion Mat-O | N-Total | Fosforo | Potasio| Calcio |Magnesio| Sodio CIC Boro | N-NOs3 S
Unidades: % ppm ppm cmol+/Kg | cmol+/Kg | cmol+/Kg | cmol+/Kg | meq/100g ppm ppm ppm
Resultado 0.24 175 8.0 1.6 7.5 0.2 0.7 #N/A #N/A #N/A #N/A
Técnicas

Pretratamiento de muestras IRAM-SAGPyA 29578; Conductividad: ; pH: 1:2,5 IRAM 29410;, COX: IRAM-SAGyP 29571-2 Walker Black; Fésforo extraible:
Método Olsen IRAM-SAGyP 29570-2; Potasio intercambiable: Emision; Nitrogeno Kjeldahl automatico; Cloruros: Mohr; Calcio y Magnesio: Complexometria,
Sodio y Potasio: Emisidn, Sulfatos: Gravimetria, Carbonatos y Bicarbonatos: Titulacion, RAS: Matematico; Textura: Volumen de Sedimentacién o Bouyoucos

Comentarios

Analizo

Optimos.”

Los andlisis de suelo de “Muy bajos,” “Bajos” y “Medio” son considerados niveles “Sub-
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