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RESUMEN

Las plantas interactian con una gran diversidad de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPB, del inglés Plant Growth-Promoting Bacteria), que
mejoran su desempefio fisioldgico, especialmente en condiciones de estrés. En
sistemas naturales con componente extrema como la alta montafia, este tipo de
interaccion ha sido escasamente estudiada, pese a que se tiene conocimiento que
las plantas de estos sistemas poseen una alta especializacion y un microbioma
asociado potencialmente benéfico. En la zona centro sur de la cordillera de los
Andes, se ubican una de las formaciones xerofiticas mas australes de Chile, que
componen centros de alta biodiversidad, y a su vez se encuentran expuestos a una
alta degradacion de sus habitats producto de la constante actividad antropica. Las
especies que componen estos sistemas sobreviven y crecen pese a la sequia estival
y a las bajas temperaturas propias de un sistema alpino, por lo que es probable que
la capacidad de estas plantas para enfrentar las limitaciones climéticas esté
complementada por la interaccion benéfica con PGPB. Considerando la
potencialidad de estos microbiomas para asistir a otras especies nativas en
condiciones extremas, es que el presente proyecto buscé realizar una primera
aproximacion a este sistema, a través de dos preguntas claves ¢ Existen diferencias
en la abundanciay en la actividad promotora del crecimiento de bacterias asociadas
a plantas de las formaciones xerofiticas andinas que crecen en laderas opuestas?
y ¢ Cuales son los efectos en el crecimiento y supervivencia de plantas nativas
expuestas a sequia cuando son inoculadas con PGPB aisladas de especies de

formaciones xerofiticas andinas? Para responder estas preguntas se midié la
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abundancia de bacterias presentes en los suelos de las especies arbustivas Azorella
prolifera y Berberis empetrifolia, ambas presentes en laderas de exposicidon
contrastante en la zona alpina del complejo volcanico Nevados de Chillan. Las
bacterias més abundantes fueron seleccionadas y aisladas para evaluar la actividad
de distintos mecanismos promotores del crecimiento vegetal: la actividad de la
enzima nitrogenasa, fosfatasa, ACC desaminasa y la fitohormona &cido
indolacético, las cuales fueron comparadas entre laderas. Posteriormente, se
seleccionaron 4 cepas bacterianas abundantes correspondientes a los géneros
Arthrobacter y Pseudoarthrobacter, las cuales obtuvieron mayor actividad en cada
uno de los mecanismos evaluados, para ser bioencapsuladas e inoculadas en
plantas de Gomortega keule en condiciones de vivero. Se evaluo el efecto de la
inoculacion en condiciones de sequia sobre distintos indicadores de supervivencia,
desempeiio y crecimiento de las plantas inoculadas. Los resultados indicaron una
mayor abundancia bacteriana (Log UFC g') en los suelos de B. empetrifolia de la
ladera norte (6,43 Log UFC g?), mientras que la actividad de los mecanismos
promotores del crecimiento vegetal varid entre laderas y las tendencias de
dependieron de la especie. La inoculacion bacteriana no tuvo efectos en la
supervivencia, desempeiio y crecimiento de las plantas de G. keule. Es probable
que los microorganismos de la rizosfera de G. keule hayan interactuado de forma
negativa con los microorganismos inoculados. Es necesario explorar el microbioma
asociado a plantas nativas que se deseen inocular, y el de los sustratos
generalmente utilizados en programas de viverizacion, ya que esta informacion
seria relevante para predecir la interaccion entre microorganismos inoculados y no

inoculados.



ABSTRACT

Plants interact with a great diversity of Plant Growth-Promoting Bacteria (PGPB),
which improve the physiological performance of their host, especially under
constraint conditions. In natural systems with extreme components such as high-
elevation systems, this type of interaction has been scarcely studied, although it is
known that plants in these systems have high specialization and a potentially
beneficial associated microbiome. In the south-central zone of the Chilean Andes,
one of the southernmost xerophytic formations in Chile is located, which are “Hotspot
of Biodiversity” and is exposed to habitat degradation by anthropogenic activity.
Plants that live in these systems have to cope with summer drought and low
temperatures. Thus, the ability of plants to tolerate climatic limitations could be
favored by the beneficial interaction between plants and their associated PGPB.
Considering the potential of these microbiomes to assist other native species in
extreme conditions, this proposal deals with two key questions: Are there differences
in the abundance and growth-promoting activity of bacteria associated with plants
from Andean xerophytic formations growing on opposite slopes? What is the effect
on the growth and survival of native plants exposed to drought when are inoculated
with PGPB isolated from species of Andean xerophytic formations? To answer these
guestions, was measured the abundance of bacteria present in the soils of Azorella
prolifera and Berberis empetrifolia species, both present on contrasting slopes in the
Nevados de Chillan volcanic complex. The most abundant bacteria were selected
and isolated to evaluate the activity of different plant growth-promoting mechanisms:
the activity of the enzyme nitrogenase, phosphatase, ACC deaminase, and the
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phytohormone indoleacetic acid, which were compared between slopes.
Subsequently, 4 abundant bacterial strains with the highest activity per mechanism
corresponding to the genus Arthrobacter and Pseudoarthrobacter were selected to
be bioencapsulated and inoculated in Gomortega keule plants under nursery
conditions. The effect of inoculation under drought conditions on different indicators
of survival, well-being, and growth of the inoculated plants was evaluated. PGBP
(Log CFU g') were more abundant in B. empetrifolia soils on the northern slope
(6,43 Log CFU g1), while mechanisms do not have the same activity between slopes
and their trends depend on the plant species. As for the bacterial inocula, no effect
on the survival, welfare and growth of inoculated plants was observed. Further
studies have to explore the microbiome associated with native plants to be
inoculated, and that of commercial soils generally used in nursery programs, as this
information would be relevant to predicting the interaction between inoculated and

non-inoculated microorganisms.



INTRODUCCION

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (del inglés, Plant Growth-
Promoting Bacteria, PGPB) son un grupo diverso de microorganismos benéficos
para las plantas, que poseen formas de vida libre o enddfitas y habitan distintos
compartimentos de la planta (Douza et al. 2015: Afzal et al. 2017). La promocién del
crecimiento vegetal puede ocurrir de forma directa o indirecta a través de
mecanismos que han sido ampliamente documentados (e.g. Gamalero & Glick,
2011; Ramakrishna et al. 2019) y que incluyen actividades enzimaticas y la
produccion de fitohormonas bacterianas (Glick, 2012). Entre los mecanismos mas
documentados se encuentran la fijacién de nitrégeno, la solubilizacién de fosfatos,
la produccién de fitohormonas, los sideréforos y la actividad de enzimas como la
ACC desaminasa, que promueven la resistencia a diferentes factores de estrés (e.g.
sequia, Ashry et al. 2022; salinidad, Kumar et al. 2020, metales pesados, Kong &
Glick, 2017). Las formas en las que opera cada mecanismo promotor del
crecimiento son diversas. Por ejemplo, la enzima bacteriana nitrogenasa cataliza el
nitrdgeno molecular a amoniaco, que es absorbido por las plantas aumentando el
rendimiento de los cultivos (Franche et al. 2009). Asimismo, bacterias con actividad
enzimatica ACC desaminasa pueden degradar el 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC, precursor del etileno) produciendo amoniaco y a-cetobutirato
(Hontzeas et al. 2006). La disminucion de los niveles de etileno permite a la planta
sobrevivir en condiciones de estrés (como, sequia y salinidad) (Glick et al. 2007,
Orozco-Mosqueta et al. 2021). Igualmente, la solubilizacion de fosfatos opera a

través de la actividad de enzimas bacterianas como la fosfatasa, la fitasa y la liasa
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C-P solubilizan el fosfato organico en fosfato inorganico, que puede ser absorbido y
utilizado para el metabolismo de las plantas (Rawat et al. 2020). También,
fitohormonas como el acido indol acético (IAA), producido por las bacterias
estimulan la division celular de la planta, potenciando el crecimiento de las raices y
de las estructuras aéreas (Duca & Glick, 2020). A pesar de que la forma en que
opera cada uno de estos mecanismos ha sido ampliamente estudiada, no ocurre lo
mismo para los estudios relacionados a los factores que influyen en una mayor o

menor actividad de cada uno.

Existen distintos factores controlados por la planta que determinan la
abundancia y actividad de distintas PGPB. Entre estos factores biéticos, el exudado
radicular de las plantas, rico en azlcares para el metabolismo microbiano, es uno
de los factores que favorecen significativamente la actividad promotora del
crecimiento y la interaccion planta-PGPB (Bais et al. 2006). La liberacion de
exudados radiculares esta sujeta a las condiciones abidticas a las que se exponen
las plantas, como la disponibilidad de agua y nutrientes en el suelo y la temperatura
ambiental (Hale & Moore, 1980). La composicion de estos exudados radiculares
puede favorecer la presencia y actividad de las PGPB, especialmente cuando las
condiciones ambientales son estresantes para las plantas (Vives-Peris et al. 2018;
Barbosa et al. 2020). Por ejemplo, en un trabajo realizado por Xiong et al. (2020)
observaron que en condiciones de estrés salino la supervivencia de la planta
Limonium sinense (Girard) Kuntze aumentaba cuando era inoculada con bacterias
del género Bacillus, efecto que ocurria en respuesta al cambio en la composicién
de los exudados radiculares que favorecian la interaccion. Considerando los

antecedentes expuestos, donde los exudados radiculares pueden favorecer o
11



repeler a las PGPB en determinadas condiciones ambientales seria esperable que
bajo condiciones de mayor estrés para las plantas la probabilidad de encontrar estos

microorganismos seria mayor.

Los factores abioticos del suelo también pueden afectar al microbioma de las
plantas. Por ejemplo, la composicidon quimica del suelo influye en la actividad de los
mecanismos promotores del crecimiento vegetal (Kumar et al. 2020; Alemneh et al.
2022). En primer lugar, la fijacién de nitrégeno se ve favorecida por el aumento de
la disponibilidad de fosforo y carbono, pero disminuye en presencia de metales
pesados (Liengen, 1999; Wakelin et al. 2010). Para la solubilizacion de fosfato,
estudios como los de Mujahid et al. (2015) mencionan que el carbono y el nitrégeno
del suelo potencian esta actividad, mientras que otros sefialan que la solubilizacién
de fosfato estad correlacionada negativamente con el nitrégeno, el fésforo y el
carbono (Alemneh et al. 2022). Con respecto a la produccion de acido indol acético
(IAA), se menciona que esta se correlaciona positivamente con la presencia de
triptéfano y metales pesados y se relaciona negativamente con la disponibilidad de
azucares, nitrégeno y fésforo (Ahmad et al. 2005; Mendoza-Hernandez et al. 2016;
Alemneh et al. 2022). En cuanto a la actividad ACC-desaminasa, las bacterias
aumentan su capacidad de desaminar ACC en presencia de metales pesados
(Mendoza-Hernandez et al. 2016). La temperatura y la humedad ambiental también
se han definido como impulsores de la actividad promotora del crecimiento
bacteriano (Rousk et al. 2010). La temperatura ideal para la solubilizacién del fosfato
esta por debajo de los 25°C (Mujahid et al. 2015), mientras que las temperaturas
mas altas junto con una mayor acidez del suelo aumentan la produccion de IAA

(Kanu & Dakora, 2009; Alemneh et al. 2022). La disponibilidad de agua, a su vez,
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ha sido definida como un recurso indispensable para la actividad de las bacterias
fijadoras de nitrégeno en climas frios como la tundra artica (Rousk et al. 2018). Si
bien, cada grupo bacteriano posee requerimientos particulares que influyen en su
abundancia y actividad, aun no se comprende del todo como esta variabilidad

ambiental afecta a los microorganismos cuando provienen de un mismo sistema.

En general, la caracterizacion de las PGPB ha sido explorada en sistemas
agricolas, debido a la demanda alimentaria a nivel global (Bhattacharyya & Jha,
2012; Ramakrishna et al. 2019). Sin embargo, en los sistemas naturales con una
menor proporcion de estudios, se han encontrado PGPB con un gran potencial y
novedad (Pérez-Jaramillo et al. 2018) especialmente en ambientes climaticamente
limitantes. Por ejemplo, Sezen et al. (2016) aislaron bacterias de la rizésfera de
distintas plantas silvestres de las regiones montafiosas de Turquia, y posteriormente
evaluaron distintos mecanismos promotores del crecimiento, que permitieron
seleccionar seis aislados para inoculacion en plantas de trigo, donde la totalidad de
ellos tuvo un efecto positivo en el crecimiento de las plantas inoculadas. Asi mismo,
en el altiplano chileno, se aislaron bacterias con ACC desaminasa de la rizosfera de
la planta nativa Parastrephia quadrangularis (Meyen) Cabrera, las cuales se
inocularon en plantas de trigo y aumentaron su biomasa en condiciones de estrés
salino (Acufa et al. 2019). En el desierto de Atacama también se han detectado una
gran proporcion de PGPB correspondientes a los taxones Actinobacteria y
Proteobacteria en el microbioma rizosférico de plantas perennes como Baccharis
calliprinos Griseb y Solanum chilense (Dunal) Reiche (Fuentes et al. 2020), y de
otras efimeras como Cistanthe longiscapa (Barnéoud) Carolin ex Hershkovitz que

s6lo crecen durante los eventos del desierto florido (Astorga-El6 et al. 2020). Sin
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duda la capacidad de las PGPB para crecer y promover el crecimiento vegetal en
ambientes climéticamente limitantes para muchas formas de vida, fomentan su
exploracion para encontrar soluciones en la recuperacion de suelos o produccion

de plantas.

Los sistemas alpinos representan un laboratorio natural para explorar la
presencia y la actividad de los PGPB debido a las multiples condiciones limitantes
para la vida (Koérner et al. 2004; Li et al. 2020; Rahman et al. 2020). En los sistemas
alpinos, la temperatura, la radiacion, la exposicion y la precipitacion varian con la
estacion, la altitud, la pendiente y la orientacion (Koérner & Ohsawa, 2005),
produciendo una heterogeneidad espacial de las condiciones ambientales (Siles &
Margesin, 2016; Korner, 2021), que puede afectar desde las respuestas fisioldégicas
individuales hasta la distribucion y la estructura comunitaria de las plantas
(Chaturvedi & Shivaji, 2006; Rumpf et al. 2018; Lopez-Angulo et al. 2019; Sklenar
et al. 2021). Dicha heterogeneidad ambiental se ha estudiado principalmente a lo
largo de gradientes altitudinales y laderas contrastantes. En concreto, los suelos de
las laderas orientadas al polo tienden a ser mas humedos, frios y con mayor materia
organica que los de las laderas orientadas al ecuador (Scherrer & Kdrner 2011).
Estas diferencias ambientales entre laderas influyen en distintos aspectos de las
plantas, por ejemplo, la floracidbn que se adelanta 1-2 meses en la ladera norte
respecto a la sur en Los Andes de Chile central (Rozzi et al. 1997). Asi mismo, a
nivel comunitario la mayor riqueza y cobertura de especies ocurre en las laderas
con orientacion polar (Tang et al. 2013; Maren et al. 2015; Viale et al. 2019; Yang et
al. 2020). Mientras, los efectos de la heterogeneidad espacial sobre la diversidad

vegetal han sido ampliamente explorada (e.g. Zeng et al. 2014; Yang et al. 2020),
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para otros organismos como las PGPB ha sido casi inexplorada. Hasta la fecha, se
sabe que la diversidad bacteriana disminuye con la altitud (Adamczyk et al. 2019),
mientras que la abundancia relativa, especialmente en los psicrofilos de vida libre,

aumenta con la elevacion (Siles & Margesin, 2016; Rui et al. 2022).

Los PGPB nativos de los sistemas alpinos son de gran interés en la
actualidad debido a su capacidad para hacer frente a las bajas temperaturas y
promover el crecimiento de las plantas a través de diferentes mecanismos en
condiciones de frio y suelos pobres en nutrientes (Chaturvedi & Shivaji, 2006; Jaggy
et al. 2020; Farooq et al. 2022). Estas condiciones limitantes para las plantas
pueden ser aliviadas por las PGPBs a través de la actividad de enzimas y
fitohormonas que favorecen la absorcion de nutrientes por parte de las plantas y la
resistencia al estrés (Haselwandter et al. 1983; Widawati & Suliashi, 1970; Joshi et
al. 2014; Yarzabal, 2014; Kadioglu et al. 2018; Pandey & Yarzabal, 2018; Fan et al.
2021). Algunos estudios han informado de la presencia de PGPB en ecosistemas
alpinos (Yadav et al. 2015), han descrito su diversidad en términos de factores que
estructuran las comunidades bacterianas (Rui et al. 2022; Tang et al. 2020; Wang
et al. 2020) y han cuantificado su actividad promotora del crecimiento vegetal
(Haselwandter et al. 1983; Widawati & Suliashi, 1970; Viruel et al. 2011; Yadav et
al. 2015; Kadioglu et al. 2018). Aunque la interaccion con microorganismos
beneficiosos podria formar parte de la estrategia adaptativa de las plantas en
sistemas de alta elevacién (Farooq et al. 2022), falta informacién para comprender
sobre su abundancia y actividad de PGPB en microhabitats climaticamente

contrastantes.
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En el altiplano chileno se han caracterizado comunidades bacterianas del
suelo, con dos grandes particularidades: la primera referida a una proporcion del
30% de especies nuevas y la segunda relacionada al potencial biotecnologico de
las especies encontradas, entre ellas potenciales PGPB de los géneros
Arthrobacter, Bacillus, Microbacterium, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhodococus,
Stenotrophonas y Streptomyces (Maza et al. 2019). Por otro lado, en los Andes
centrales de Chile se han aislado Alphaproteobacterias de la rizosfera de Equisetum
arvense y de Blechnum chilense. Esta clase de bacterias incluye a distintos
simbiontes que fijan nitrégeno, tales como Rhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium y géneros dominantes como Burkholderia, donde algunas son
PGPB (Jorquera et al. 2016). A su vez, Maldonado et al. (2022) caracterizaron el
microbioma de Hoffmannseggia doellii Phil., una hierba perenne, que crece sobre
los 2700 m en la cordillera norte de Chile, en suelos con baja disponibilidad hidrica
y con déficit de nutrientes, detectando una gran proporcion de microorganismos
benéficos que ademas interactuaban de forma positiva con la planta hospedera. A
pesar de estos reportes, que en su mayoria detectan microorganismos y los
caracterizan a través de métodos de secuenciacion, existen pocos estudios que
midan la actividad de los distintos mecanismos promotores del crecimiento vegetal

de bacterias asociadas a plantas presentes en ambientes climaticamente limitantes.

Las formaciones xerofiticas son un grupo de plantas nativas que se
desarrollan en ambientes con limitaciones hidricas (Cabrera, 2002). En Chile, estas
formaciones xerofiticas se distribuyen desde la zona norte en la region de Arica y

Parinacota hasta la zona centro-sur en la region de Biobio de forma discontinua,
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llegando a habitar zonas extremadamente aridas como el desierto de Atacama,
hasta las zonas alpinas con grandes oscilaciones térmicas y sequia estival en la
region de Biobio (Sdez, 2010). Las especies dominantes de estas formaciones son
importantes para mantener la diversidad bioldégica en zonas degradadas por la
erosion o la sequia, ya que mejoran las propiedades quimicas del suelo y mantienen
una mayor humedad bajo sus doseles, generando asi microclimas propicios para el
refugio de especies herbaceas nativas que tienen menor tolerancia a la escasez
hidrica (Gutiérrez & Squeo, 2004; Pagano et al. 2012). A su vez, especies que
componen estas formaciones, exhiben un gran potencial para la recuperaciéon de
suelos. Por ejemplo, especies como Baccharis linearis (Ruiz & Pav.) Pers. se ha
reportado como una especie colonizadora en zonas de vertederos de relaves
mineros, en ambientes como el desierto de Atacama y por ello, se ha utilizado en
ensayos de recuperacion de suelos a través de técnicas de fitoestabilizacion
(Ginocho et al. 2021). Otras especies que también componen estas formaciones
xerofiticas como Escallonia illinita C. Presl, Muehlenbeckia hastulata (Sm.) .M.
Johnst., Proustia cuneifolia D., Fabiana imbricata Ruiz & Pav. han sido estudiadas
para la recuperacion de suelos en taludes, teniendo excelentes resultados (Doll et
al. 2013). Cabe destacar que, a pesar de la relevancia ecoldgica, sumada a la gran
distribucién y potencial para la restauracion que poseen estas formaciones, han sido
escasamente caracterizadas, aun cuando existen incentivos estatales que fomentan
el estudio y recuperacion de sus poblaciones (Ley de Bosque Nativo, 20.283, BCN,

2020).
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La pérdida de biodiversidad en Chile, producto de multiples factores biéticos
y abiéticos ha fomentado diversas practicas de restauracion ecoldgica en los ultimos
35 afios (Smith-Ramirez et al. 2015). Donde los esfuerzos por recuperar zonas
degradadas no han sido suficientes para frenar la tasa de desertificacion y pérdida
de ecosistemas diversos con alto valor ecologico (Miranda et al. 2017; Braun et al.
2021), compuestos por especies emblematicas y otras seriamente amenazadas en
sus categorias de conservacion (Hechenleitner et al. 2005). Se cree que las causas
de estos resultados subyacen a que la oferta de especies nativas en viveros es
escasa, Yy a que la mayoria de estas plantas no cumplen con los estandares minimos
de calidad para la reintroduccién a sistemas naturales, obteniendo grandes pérdidas
en el periodo de establecimiento que a su vez coincide con el periodo de mayor
escasez hidrica (Bannister et al. 2018; Acevedo et al. 2021). Frente a este
escenario, se ha vuelto necesario reforzar las practicas de restauracion a través de
la utilizacion de especies nativas adaptadas a condiciones extremas como la sequia
(Alvarez-Maldini et al. 2020). Asi como también se ha propuesto crear herramientas
que faciliten la transferencia tecnolégica y de conocimiento a viveristas para
favorecer la introduccion de especies nativas a sistemas naturales (Acevedo et al.
2021). Probablemente, considerar el microbioma asociado a plantas nativas
adaptadas a condiciones extremas podria ser la respuesta a este problema. Ya
existen algunos trabajos al respecto como los de Molina-Montenegro et al. (2016),
que evaluaron el aumento del efecto nodriza de la especie Porlieria chilensis I.M.
Johnst. cuando se consideraba su microbioma asociado. Por lo cual, es muy

probable que la consideracion de especies nativas adaptadas a condiciones
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climaticas limitantes con sus microbiomas asociados podria ser la respuesta a las

limitantes en la restauracion ecoldgica en Chile.

El complejo volcanico Nevados de Chillan, es una zona de transicion
climatica mediterrdnea - templada (Arroyo et al. 2004), caracterizada por una
topografia compleja (Gonzalez-Ferran 1995; Dixon et al. 1999), con una gran
diversidad vegetal y endemismo (Rodriguez et al. 2008). Esta zona se encuentra
emplazada en el corredor biolégico Nevados de Chilldn - Laguna del Laja creado
bajo la categoria de Reserva de la Biésfera (San Martin, 2014). La parte inferior del
cinturén vegetacional alpino esta dominada por vegetacion xerdfita, donde se
ubican una de las formaciones xerofiticas més australes de Chile (Squeo et al.
2008). Las formaciones xerofiticas “andinas” de esta zona enfrentan la escasez
hidrica estival y las bajas temperaturas propias del sistema alpino a través de un
despliegue especializado de estrategias (Cabrera, 2002; Larcher et al. 2010). Sin
embargo, lo que hasta la fecha no se sabe es si parte de esta adaptacion a
condiciones climaticamente limitantes podria estar siendo complementada por la
interaccion benéfica con PGPBs. Se cree que formaciones xerofiticas andinas
pueden tener un microbioma modelo para el estudio del impacto de la variabilidad
ambiental de la montafia en la abundancia y actividad de las PGPB, siendo un
excelente punto de partida para relevar la importancia de estas interacciones,
comprendiendo que su estudio puede permitir elaborar herramientas
biotecnoldgicas para asistir a otras especies de plantas nativas a través de practicas

de restauracion.
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a. Preguntas, hipotesis, objetivos.

Preguntas de investigacion:

¢ Existen diferencias en la abundancia y en la actividad promotora del crecimiento
vegetal de bacterias asociadas a plantas de las formaciones xerofiticas andinas
gue crecen en laderas opuestas?

¢, Cudles son los efectos en la supervivencia, desempefio y crecimiento de plantas
nativas expuestas a sequia cuando son inoculadas con PGPB asociadas a

especies de formaciones xerofiticas andinas?

Hipotesis:

La abundancia y actividad promotora del crecimiento vegetal de diferentes
bacterias asociadas a plantas de formaciones xerofiticas andinas sera mayor en
la ladera con condiciones climéticas mas limitantes.

Las plantas inoculadas con consorcios de PGPB asociadas a plantas de
formaciones xerofiticas andinas presentaran una mayor supervivencia,

desempeiio y crecimiento bajo condiciones de sequia que plantas sin inocular.
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Objetivo General: Estudiar la abundancia y la actividad promotora del crecimiento
vegetal de diferentes cepas de PGPB asociadas a dos plantas de formaciones
xerofiticas andinas en laderas opuestas y evaluar su potencial para favorecer la
supervivencia, desempefio y crecimiento de especies nativas en condiciones de

sequia.

Objetivos especificos
1. Determinar como varia la abundancia y actividad de bacterias asociadas a dos
especies vegetales de formaciones xerofiticas andinas que crecen en laderas
opuestas.
2. Evaluar diferencias en la supervivencia, desempefio y crecimiento de plantas
nativas expuestas a sequia, al ser inoculadas con PGPB asociadas a plantas de

formaciones xerofiticas andinas.
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OBJETIVO ESPECIFICO 1. Determinar como varia la abundancia y actividad
de bacterias asociadas a dos especies vegetales de formaciones xerofiticas

andinas que crecen en laderas opuestas.

METODOLOGIA

El area de estudio se encuentra a 70 km al este de la ciudad de Chillan, en la region
de Nuble, Chile, en el sector de Fumarolas de Nevados de Chillan (36°55'15"S,
71°26'25"0). Es un sistema de origen volcanico, donde existe una fuerte influencia
del clima de transicidbn mediterraneo (Armesto & Martinez, 1978). La vegetacion esta
compuesta por elementos esclerdéfilos y bosques templados perennifolios, con una
flora altamente endémica (Rodriguez et al. 2008). Segun los datos de las estaciones
meteoroldgicas de las estaciones de las Trancas y Nevados de Chillan se sabe que
las precipitaciones anuales sobrepasan los 2000 mm, con estaciones secas en
verano con precipitaciones que no superan los 25 mm entre los meses diciembre y
febrero, mientras que las temperaturas durante la temporada de crecimiento de las
plantas pueden fluctuar entre 0°C y 23°C (DGA, 2022). En general, los ambientes
de estos sistemas alpinos estan influenciados por dos componentes extremos
dentro del gradiente altitudinal: escasez hidrica y fluctuacion térmica. En las zonas
bajas, el déficit hidrico es uno de los factores abi6ticos mas limitantes para las
plantas, donde dominan las especies de arbustos esclerdfilos de hoja pequenia,
caducifolios y perennes, que conforman las formaciones xerofiticas (Cabrera, 2001).
Las asociaciones dominantes de interés donde estan presentes las formaciones

xerofiticas en nuestra area de estudio ocurren entre Adesmia emarginata-Pozoa
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coriacea, Adesmia emarginata-Berberis empetrifolia, Adesmia emarginata-Loasa
lateritia, Chusquea culeou-Coironales (Pfanzelt et al. 2008). En el area de Las
Fumarolas, hay 2 laderas que tienen orientacion opuesta: Ladera de exposicion
norte (36°54'24.25"S 71°24'10.16"0), a una altitud de 1.984 msnm y ladera de
exposicion sur (36°54'16.90"S 71°23'58.83"0) a 2.089 m sobre el nivel del mar
(Figura la y b). La utilidad de estas laderas fue confirmada con la informacién
existente sobre la presencia de las especies reconocidas dentro de las formaciones

xerofiticas.

Seleccion de especies

Con el apoyo del listado de flora registrado para el sector de Nevados de Chillan
(Rodriguez et al. 2008), una preseleccion de especies en base a los registros de
colecta del herbario de la Universidad de Concepcién (CONC) y el conocimiento
previo del area, se seleccionaron 2 especies de formaciones xerofiticas andinas
localmente abundantes. Se consideraron especies arbustivas dominantes vy
abundantes en ambas laderas (norte y sur). Las especies seleccionadas fueron
Azorella prolifera (Cav.) G.M. Plunkett & A.N. Nicolas (Apiaceae) y Berberis
empetrifolia Lam. (Berberidaceae). A. prolifera es un arbusto y subarbusto que
puede formar cojines de hasta 100 cm de alto, de color verde-amarillento y a veces
glauco, muy aromatico, sus hojas son pecioladas y miden hasta 0,5 cm de largo,
numerosas y alternas, con foliolos triangulares a subulados, cilindricos o planos,
duros y punzantes, sus flores son amarillas, hermafroditas al centro y masculinas

en el borde, dispuestas en umbelas simples que sobresalen por sobre el follaje, su
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fruto es un esquizocarpo alado amarillo-rojizo (Ferndndez & Calvifio, 2019). B.
empetrifolia es un arbusto de baja estatura, espinoso, de hasta 500 cm de altura, de
espinas tripartidas, y hojas pecioladas a subsésiles, dispuestas en fasciculos,
coriaceas, mucronadas, la seccion transversal se redondea por encima con un surco
profundo por debajo, sus flores son solitarias y amarillas, su fruto es una baya
subglobosade color violeta a negruzca, de sabor agridulce (Landrum et al. 1999).
Tanto A. prolifera como B. empetrifolia especies que logran importantes
asociaciones para el reclutamiento (Nufiez et al. 1999; Rodriguez et al. 2008) y
presentan resistencia a diferentes tipos de estrés (Durante et al. 2011; Golluscio et
al. 2011; Varas et al. 2013; Sierra-Almeida et al. 2016). Las laderas y especies

seleccionadas se muestran en la Figura 1 (Figura 1cy d).

Figura 1. Sitio de estudio ubicado en el complejo volcanico Nevados de Chillan.

Letras a. y b. indican las laderas norte y sur respectivamente. Las especies
seleccionadas presentes en ambas laderas se indican en el costado derecho: c.

A. prolifera y d. B. empetrifolia.
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Caracterizacion microclimética de las laderas

Se caracterizé el microclima de las laderas norte y sur en base a las condiciones
térmicas e hidricas que imperan durante el periodo libre de nieve. En cada ladera
se instalaron tres sensores de temperatura del aire (°C) y humedad relativa (%), a
15 cm sobre el nivel del suelo (U23 Hobo Pro v2 6', Onset Comp, USA) y se
programaron para registrar cada 30 minutos durante la temporada de crecimiento.
Para la ladera norte, los sensores se instalaron el 28 de octubre (2021), mientras
gue para la ladera sur se instalaron el 2 de diciembre, producto de la nieve presente
antes de esta fecha. Los datos de humedad se utilizaron para calcular la humedad
media, maxima y minima. El registro de la temperatura del aire se utilizé6 para
estimar los grados-dia de crecimiento (GDDs; McMaster y Wilhelm, 1997), la
amplitud térmica, extremas, frecuencia y duracion de los eventos de temperaturas
extremas. Los GDD se utilizaron como una medida de la acumulacion de calor (en
°C) por encima de una temperatura base (es decir, 0°C) para representar un indice
de la energia acumulada disponible para las plantas en crecimiento, que se

calculada como:

GDDg = [[(temperatura maxima diaria + temperatura minima diaria) /2]] -

temperatura base

Las GDD diarias se sumaron para toda la temporada de crecimiento en cada
ladera. Utilizamos 0°C como temperatura base por encima de la cual las plantas
realizan sus funciones metabdlicas, las plantas de clima frio varian en su
temperatura base de crecimiento absoluta, y este valor abarca esta variabilidad
(Korner, 2011).
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La temperatura y potencial hidrico del suelo se registraron mediante el uso
de psicréometros (PST-55, C52 Wescor Inc., Utah, Estados Unidos), que se
instalaron a 15 cm de profundidad del suelo (n = 3 por pendiente). Estos sensores
se enterraron en la misma fecha que los sensores de aire. La temperatura y la
humedad del suelo se registraron manualmente una vez al mes con un
microvoltimetro (HR 33T; Wescor Inc., Utah, EE.UU.). En abril no se realizaron
mediciones de la temperatura y el potencial hidrico del suelo porque el suelo se
cubrié de nieve el dia de monitoreo. Todos los sensores se retiraron de las dos

laderas 19 de abril de 2022.

El 8 de abril de 2021, se tomaron muestras de suelo bajo la cubierta vegetal
para su caracterizacion quimica. Un total de doce muestras de suelo de 1 kg (3
réplicas x 2 especies x 2 ladera) fueron colocadas en bolsas de plastico, marcadas,
y transportadas al Laboratorio de Microbiologia de Suelos de la Universidad de
Concepcién (Concepcidn). Luego, las muestras de suelo fueron enviadas para su
analisis quimico completo al Laboratorio de Andlisis de Suelos y Plantas de la

Universidad de Concepcion en Chillan.

Abundancia bacteriana

En cada ladera, se colecto el suelo que rodea las raices de cinco individuos de A.
prolifera y cinco individuos de B. empetrifolia, separados por al menos 2 m de
distancia (5 réplicas x 2 especies x 2 laderas, n = 20). Las muestras de suelo se
tomaron en condiciones estériles con guantes, desinfectante y equipo esterilizado

con alcohol al 70%. Las muestras fueron rotuladas y guardadas por 8 horas en
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neveras para el traslado al Laboratorio de Microbiologia de Suelos en la Universidad
de Concepcion, donde fueron almacenadas a -20°C inmediatamente y hasta el inicio

de las pruebas microbioldgicas de abundancia y actividad.

Para determinar la abundancia bacteriana de PGPB asociadas a las especies
A. proliferay B. empetrifolia en las laderas norte y sur, 1 g de cada muestra de suelo,
proveniente del suelo circundante a las raices, se diluyo en serie en 9 ml de medio
PBS, en condiciones estériles. Las diluciones de 10 2y 10 3 se sembraron en
placas con medio de agar para recuento en placa (Plate count, DIFCO) y se
incubaron durante dos dias a 25°C. Luego, se contaron las colonias presentes en
las placas y se transformaron a Unidades Formadoras de Colonias (UFC) y

posteriormente a su logaritmo natural (Log UFC g?).

Identificacion de los aislados bacterianos mediante el estudio del gen 16S rRNA

Una vez contabilizadas las colonias cultivables bacterianas en medios solidos, se
seleccionaron las 10 cepas mas abundantes morfolégicamente distintas segun su
apariencia en lupa. Las colonias bacterianas se cultivaron en un medio semisélido
TBS. Se realizaron extracciones de ADN de colonias individuales utilizando el kit
DNeasy® Plant Mini (QIAGEN, Dusseldorf, Alemania) segun las instrucciones del
fabricante. Se visualiz6 la integridad de las muestras de ADN en electroforesis en
gel de agarosa y se determiné la concentracion por espectrofotometria (A260/A280)
utilizando Infinite ® M200 Pro NanoQuant (Tecan®, Tecan Trading AG, Suiza) y las

muestras de ADN se mantuvieron a -20 °C.
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La PCR se llevo a cabo para amplificar y secuenciar parte del gen 16S rRNA.
Las reacciones de PCR contienen 1X tampon de reaccion GoTag® (1,5 mM MgCl2),
2000 pM de dNTP, O 2 pM de cada cebador (16S 27F;, 5'-
AGAGTTTGATCCTGCTCAG-3' y 16S_805R; 5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-
3, 1 U de GoTaq ADN Polimerasa (Promega, Madison, EEUU), 20 ng/ul de ADN y
se llen6 hasta 20 pl con agua de grado molecular filtrada y estéril. Las condiciones
térmicas se lograron con un ciclo a 94 °C durante 3 min, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion del ADN a 94 °C durante 60 s, recocido de cebadores a 45 °C
durante 40 s y elongacién del ADN a 72 C durante 60 s, y una extension final a 72
°C durante 7 min. Los productos de la PCR se corrieron en geles de agarosa al 1%
(p/v) con SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific, Inc., Carlsbad, CA)
en un tampon TAE a 80 V durante 45 min. Los amplicones se fotografiaron en un
transiluminador de luz UV. Los fragmentos de ADN amplificados se purificaron y se
secuenciaron directamente en ambas direcciones (Macrogen, Seul, Corea del Sur).
Los andlisis de las similitudes entre las secuencias se llevaron a cabo con la
herramienta de busqueda de alineacion local basica (BLAST, NCBI) y luego se
compararon en linea en busca de homologias con otras secuencias de la base de
datos del Instituto Europeo de Bioinformética (EBI, Cambridge, Reino Unido). Se
construy6 un arbol filogenético utilizando el programa Seaview 4.0 con el método
de unidn de vecinos para determinar las relaciones filogenéticas con otras bacterias
anotadas relacionadas. El arbol de consenso resultante se construyo utilizando

1000 réplicas.
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Actividad de los mecanismos promotores del crecimiento vegetal

Se seleccionaron 19 cepas mas abundantes y morfolégicamente diferentes para
evaluar la actividad de los distintos mecanismos promotores del crecimiento vegetal.
Cada una de las cepas asociadas a A. prolifera o B. empetrifolia en la ladera norte
o sur, se aislaron en medio soélido (Plate count, DIFCO) y se incubaron durante 12
a 18 horas en medio TBS liquido. Luego se almacenaron en glicerol a -20°C hasta
la realizacion de los ensayos que evaluaron la actividad promotora del crecimiento
vegetal de las bacterias. Antes de cada ensayo que evalu6 cada mecanismo
promotor del crecimiento vegetal, todas las cepas aisladas fueron activadas en

medio TBS liquido a 28°C durante 18 horas a 120 pm.

Los mecanismos promotores del crecimiento vegetal evaluados
comprendieron 1 de caréacter fitohormonal y 3 enziméticos, todos estos mecanismos
se evaluaron en las 19 cepas seleccionadas. Para evaluar la produccion de la
fitohormona acido indol acético (IAA), las cepas seleccionadas cultivables se
inocularon en caldo nutritivo genérico (1 gr D-(+)-glucosa, 15 g de peptona, 6 g de
NacCl, 3 gr de extracto de levadura), con 0,15% (p/v) de triptéfano en la oscuridad
durante 96 h a 30°C con 120 rpm, la produccion de IAA se midié6 mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC; Primaide, Hitachi Co, Ltd., Tokio,
Japon) (Gang et al. 2019) en el Laboratorio Bioactivos en Plantas e Ingredientes
Vegetales de la Facultad de Agronomia (Universidad de Concepcién). La curva de
calibracion se prepar6 con soluciones seriadas de 4cido indol acético que iban de 0
a 50 ppm en metanol, se inyectaron 50 pl de las muestras en una columna kromasil

C-18 equipada con un detector de matriz de diodos, y los tiempos de retencién
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oscilaron entre 5,7 min y 7,9 min todas las muestras se analizaron por triplicado.

Los resultados fueron expresados en pug ml de IAA bacteriano.

Para determinar evaluar el mecanismo enzimatico promotor del crecimiento
vegetal ACC-desaminasa, se siguio el protocolo de Senthilkumar et al. (2021) y
Penrose & Glick (2003) con modificaciones. Se prepard un medio de cultivo minimo
DF liguido, donde se inocularon las bacterias de interés a 28°C durante 72 horas;
las bacterias que mostraron turbidez se sembraron en un medio minimo DF sdlido
para confirmar la presencia de ACC-desaminasa. En los cultivos que evidenciaron
crecimiento en placa en medio DF sodlido, la actividad enzimética de la ACC
desaminasa se midi6 por la produccién de a-cetobutirato, que se determind
mediante espectrofotometro (Spectroquant Prove 300) a 540 nm por comparacion
con la curva estandar de a-cetobutirato, que oscilaba entre 0 y 100 yM (Honma &
Shimomura, 1978). Las concentraciones mas altas de a-cetobutirato fueron

indicadoras de una mayor actividad enzimatica (Ali et al. 2014).

La actividad de la enzima fosfatasa se evalu6é a través del indice de
solubilizacion de fosfato. Los cultivos bacterianos se sembraron en medio solido
PVK a 28°C para determinar el indice de solubilizacion de fosfato mediante la
formacion de un halo que se midi6 y calculé segun Senthilkumar et al. (2021), las

muestras se analizaron por triplicado.

Para determinar la capacidad de las bacterias aisladas para fijar nitrogeno se
midio la actividad de la enzima nitrogenasa a través del ensayo de reduccion de
acetileno en el Laboratorio de Quimica de Productos Naturales (Universidad de
Concepcion). Las 19 cepas seleccionadas se incubaron en un medio NFK
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semisolido sin nitrégeno durante 72 horas a 28°C. En las muestras que mostraron
indicios de turbidez se elimind el 10% de la atmésfera con una jeringa y se sustituyo
por acetileno. Después de 20 horas, se tomaron 4,4 ml de gas de cada vial para
analizar la cantidad de etileno formada mediante cromatografia de gases. El
proceso de inyeccion se realizd en el cromatografo de gases GC 6890N (Agilent
Technologies) equipado con columna GC J&W HP-5, 30 m, 0,25 mm, 0,25 pum,
detectores de H,, N, y aire, con caudales de 40, 24 y 450 ml /min respectivamente.
Las temperaturas de inyeccion fueron de 150 °C, de deteccion de 150 °C y de
columna de 50 °C. Los tiempos de retencidén oscilaron entre 1 y 1,5 min. Cada
muestra se midio por triplicado. Se inyectaron 4,5 ml por 10 min para cada muestra.
La curva de calibracion se preparé con soluciones compuestas por diferentes

concentraciones de etileno expresadas en nmol C,H, d vial 1.

Analisis estadistico

Las diferencias en los pardmetros de temperatura y humedad relativa entre laderas
se realizaron con pruebas t o equivalentes no paramétricos. Las diferencias de
medias para las caracteristicas quimicas de los suelos entre laderas se compararon
también mediante pruebas t o su equivalente no paramétrico (p < 0,05). Las
diferencias en la frecuencia de heladas y calor entre laderas se evaluaron con Chi?.
Las diferencias entre laderas para la temperatura y humedad del suelo fueron
evaluadas con ANOVA de medidas repetidas (p < 0,05). Las diferencias en

abundancia de PGPB como la actividad de los mecanismos promotores del

31



crecimiento vegetal de A. prolifera y B. empetrifolia entre laderas se evaluaron

usando pruebas no paramétricas de Wilcoxon (p < 0,05).

RESULTADOS

Caracterizacion climética de las laderas

La ladera norte fue potencialmente mas extrema que la ladera sur, segun los datos
microclimaticos obtenidos durante el periodo completo sin nieve (Tabla 1). Aunque
la temperatura media del aire fue similar entre laderas (t = 0,02, p = 0,985), los GDDo
fue un 22% mayor (0" = 3133, p < 0,0001) y la amplitud térmica fue 3,9°C mayor (t
= 7,3, p <0,001) en la ladera norte que en la ladera sur. Ademas, se observaron
diferencias considerables en las temperaturas extremas (Tabla 1). Por ejemplo, la
temperatura minima media fue menor en la ladera norte que en la ladera sur (2,5°C
+ 0,2 frente a 4,3°C £ 0,2, t = 4,2, p < 0,0001). La intensidad de las heladas fue de
-2,4°C de media en ambas laderas (t = 0,11, p = 0,74), pero su frecuencia fue 2,4
veces mayor en la ladera norte que en la sur (0" = 10,7, p = 0,001), con una
temperatura minima de -9,9°C registrada el 4 de noviembre, mientras la ladera sur
estaba cubierta de nieve. La duracion de las heladas fue un 25% mayor en la ladera
sur que en la ladera norte (t = 5, p = 0,028), pero en ambos micrositios duraron al
menos 4 horas (Tabla 1). En el otro extremo, la temperatura media maxima del aire
fue 2,2°C mayor en la ladera norte que en la ladera sur (Tabla 1, Z = 2,86, p = 0,004).
En la ladera norte, los eventos de calor fueron 1,8 veces mas frecuentes (" = 9,8,
p =0,002), 1,3 veces mas largos (Z =2,3, p=0,022) y 1,3°C mas calientes (Z = 2,5,

p = 0,011) que en la ladera sur. Ademas, sélo se registraron eventos de calor con
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temperaturas superiores a los 40°C en la ladera norte (Tabla 1). En cuanto a la
humedad relativa del aire (HR), fue en promedio 51% y similar para ambas laderas
(t=2,7,p=0,077), pero la HR minima fue 6,5% menor (t = 3,9, p = 0,001) y la HR

méaxima fue 4% mayor (t = 2,1, p = 0,034) en la ladera norte que en la sur.

Tabla 1. Condiciones térmicas y de humedad del aire medidas en dos laderas
contrastantes de la zona alpina del complejo volcanico Nevados de Chillan. Los
valores corresponden a la media + EE (n = 3) para todo el periodo sin nieve entre
el 28 de octubre de 2021 y el 19 de abril de 2022. Letras distintas indican diferencias
significativas (p <0,05). Las temperaturas extremas se muestran entre paréntesis

como valores absolutos.

Variable Ladera Norte Ladera Sur
Periodo sin nieve (d) 174 140
Temperatura media (°C) 11,9+0,12 12,3+0,12
GDDo (°C dia}) 2363.4 + 1532 1846.8 + 78.5P
Amplitud térmica (°C) 22.1+£0.32 18.2+0.3°
Temperatura minima (°C) 2.6 +0.22 4.3+0.2°

Intensidad de congelacion (°C) -25+0,22[-9,9] -2,3+0,32[-6,6]

Duracion de la congelacion (h) 4.1+0.32 5.5+0.6°
Frecuencia de congelacion (%) 29.32 11.4°
Temperatura maxima (°C) 24.6 £ 0.42 22.5+0.6°
Intensidad térmica (°C) 33,5+0,32[41,3] 32,2+0,2"[35,8]
Duracion del calor (°C) 3.2+0.22 2.4+0.3°
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Frecuencia de calentamiento (%) 48,92

Humedad relativa media (%) 51,9+ 0,22
Humedad relativa minima (%) 21,9 + 0,62 28,4 + 1,20
Humedad relativa maxima (%) 84 + 0,62 80,4 +1,3°

* En la ladera norte, la congelacion se produjo el 4 de noviembre de 2021,

mientras que el calor se produjo el 17 de enero de 2022; en la ladera sur, el calor

se produjo el 8 de febrero y la congelacion el 3 de abril de 2022.

La temperatura del suelo fue similar en las laderas norte y sur (Figura 2,

Ladera, F1,4= 0.5, p = 0.519), con variaciones que se documentaron a lo largo de

toda la estacién de crecimiento (Figura 2, Fecha, Fz2s = 15,3, p = 0,002). Por el

contrario, la humedad del suelo disminuy6 en la ladera norte desde -0,68 MPa en

diciembre a -1,96 MPa en marzo y fue 2,2 veces mayor que en la ladera sur (fecha

x ladera, F2s= 9,3, p = 0,008). En abril no se realizaron registros porque la nieve

cubrié los sensores.
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Figura 2. Condiciones climaticas del suelo medidas en dos laderas contrastantes
del complejo volcanico Nevados de Chillan. a. El potencial hidrico (MPa) y la b.
Temperatura del suelo (°C) fueron medidos a 15 cm de profundidad del suelo en
dos laderas contrastantes. Los valores corresponden a la media = EE (n = 3). Las
flechas azules indican las nevadas. Los asteriscos muestran diferencias

significativas (ANOVA de medidas repetidas, p <0,05).

Las propiedades quimicas de los suelos bajo el dosel de A. prolifera y B.
empetrifolia y entre laderas presentaron diferentes patrones, especialmente en los
micronutrientes (Tabla 2). Independiente de la especie, los suelos de la ladera norte
tuvieron mayor saturacion de Ca (Especie x Ladera, H3,12=9,46, p =0,02). En cuanto
a las diferencias entre especies, encontramos diferencias marginales en el pH del
suelo, donde estos fueron mas alcalinos en los suelos de A. prolifera que en B.

empetrifolia (Especie x Ladera, H 312 = 8,43, p = 0,04). Mientras que la saturacion
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de Al fue marginalmente mayor para los suelos de la especie B. empetrifolia que los
de A. prolifera (Especie x Ladera, Hs12=9,25, p=0,04). A su vez, el intercambio de
Al fue marginalmente mayor en los suelos de B. empetrifolia (Especie x Ladera,
Hs3,12=9,04, p=0,04). Los suelos de A. prolifera en la ladera norte tuvieron las
menores concentraciones de materia organica en comparacion con los otros suelos
(Especie x Ladera, Hs3,12=9,15, p=0,04). El K disponible, alcanzo sus extremos en
los suelos de A. prolifera donde fue un tercio menor en la ladera norte en
comparacioén con los suelos de la ladera sur de la misma especie y los suelos de B.
empetrifolia (Especie x Ladera, Hs312=8,43, p=0,04), mientras que en la ladera sur
de la misma especie se alcanzaron las concentraciones mas altas de este nutriente
(Especie x Ladera, H312=8,43, p=0,04). El S disponible por su parte fue 8 veces
mayor en la ladera sur de la especie A. prolifera en comparacion con los suelos de
la ladera norte de la misma especie y los suelos de B. empetrifolia (Especie x
Ladera, F14=12,94, p =0,001). En cuanto a la saturacion de K, en la ladera norte
bajo A. prolifera tuvo las concentraciones mas bajas con respecto a la ladera sur de
la misma especie y los suelos de B. empetrifolia (Especie x Ladera, Hs12=9,25,
p=0,04), mientras que en la ladera sur, los suelos de B. empetrifolia alcanzaron la
mayor saturacion de K con respecto a los otros suelos (Especie x Ladera,
Hs12=9,35, p=0,04). La saturacién de Mg fue casi el doble mayor en la ladera norte
en los suelos de B. empetrifolia, con respecto a la ladera sur de la misma especie y

los suelos de A. prolifera (Especie x Ladera, F1,4=4,81, p =0,02).
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Tabla 2. Caracterizacion quimica de los suelos bajo el dosel de las especies A.

prolifera y B. empetrifolia, ubicadas en las laderas norte y sur en el complejo

volcanico Nevados de Chillan. Los valores representan la media + EE (n = 3). Las

letras diferentes indican diferencias significativas entre las laderas (prueba T o

equivalente no paramétrico, p < 0,05).

Azorella prolifera

Berberis empetrifolia

Propiedades Ladera Ladera sur Ladera Ladera sur
guimicas del suelo norte norte

pH al agua 6,36 + 0,072 6,32+0,272 5,34+0,07° 5,32+ 0,09°
Materia organica (%) 0,85+ 0,192 1,87 + 0,14 2,48 + 0,22 1,63 + 0,05°¢
Nitratos (N-NOs) (mg 2,8 +0,40% 2,27 +1,45%  4+1,25% 8,43+2,242
kg %)

Amonio (N-NHs) (mg 1,8+0,36% 1,3+0,15* 2,7+0,32% 1,740,212
kg 1)

Nitrogeno 463+0,122 357+158 6,7+1,33% 10,1+ 2,372
disponible (mg kg 1)

Fosforo Olsen (mg 4,27+ 1,722 3,93+0,442 4,27+1,07% 3,93+0,212
kg 1)

K disponible (mg 53,5+20,92 1624+ 3,61° 150+ 25,8° 97,9+ 18,6°
kg™t

K intercambiable 0,22 +0,03* 0,41+0,01* 0,39 +0,062 0,25+ 0,052
(cmol kg 1)
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Ca intercambiable
(cmol kg 1)
Mg intercambiable
(cmol kg 1)
Na intercambiable
(cmol kg ?)
Suma de bases
(cmol kg 1)
Intercambio Al
(cmol kg 1)

CICE (cmol kg )
Saturacién de Al (%)
Saturacién de K (%)
Saturacion de Ca
(%)

Saturacion de Mg
(%)

S disponible (mg/kQg)
Fe (mg kg )

Mn (mg kg 1)

Zn (mg kg %)

Cu (mg kg %)

B (mg kg ?)

14,6 £ 2,672

1,44 40,372

0,06 £ 0,022

16,3 £ 2,792

0,14 + 0,092
c

16,5 £ 2,722

1,09 + 0,812

1,37+ 0,12

88 + 3,582

9,08 + 2,62

0,97 +£0,5%
8,2+1,362
1,83+0,32
0,17 £0,032
0,6 £0,122

0,13 £ 0,032

12,2 + 3,382

1,24 + 0,462

0,03 £ 0,012

13,8 £+ 3,652

0,08 + 0,052

13,9 + 3,62
1+0,792
3,57 +£1,15°

85,8 + 3,822

9,34 + 2,48

8,83 + 1,36°
15,3+5,13%
3,53+0,132
0+02
1,27 + 0,382

0,23 £ 0,032

9,53 + 3,444

2,98+ 1,274

0,04 + 0,00
3a

12,9+ 4,782

1,44 +0,34°

14,4 £ 5,022
10,9 + 2,4
3,02 + 0,54°

66 + 1,24°

19,7 + 1,53

1,93 +£0,372
18,3+ 2,272
2,57 +1,072
0,1+0
0,67 £ 0,092

0,1+02

1,22 + 0,182

0,26 £ 0,052

0,02+ 0,00
3a

1,76 £ 0,282

0,47 £ 0,13¢

2,23 £ 0,382
20,9 + 3,81°
11,2 £ 0,21°¢

55 + 3,48°

11,5+ 0,492

3,97 £ 0,632
10,2 +£ 0,312
1,5+0,472
0,17 £ 0,032
0,4 +0°

0,13 £ 0,032
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Abundancia bacteriana

La abundancia bacteriana vario entre laderas solo para los suelos de la especie B.
empetrifolia, siendo un 6,3% mayor en la ladera norte que en la sur (Figura 3b,
Ladera, F 1,8= 0,59, p = 0,031). Los suelos de la especie A. prolifera no existieron
diferencias en la abundancia bacteriana entre las laderas (Figura 3a, Ladera, F 1,18=

2,38, p = 0,16).

Abundancia bacteriana

a Azorella prolifera b Berberis empetrifolia
a

a

6 6

=

Log UFC g™

LogUFCg '

[N}

Norte Norte Sur

Ladera

Figura 3. Abundancia bacteriana calculada en Log UFC g ! para el suelo de A.
prolifera (a) y B. empetrifolia (b). Los valores indican media = EE (n = 3). Las letras

indican diferencias significativas entre las laderas (prueba de Wilcoxon, p > 0,05).

En el arbol filogenético (Figura 4), se detectaron 4 géneros de las bacterias
mas abundantes en los suelos de la ladera norte y bajo los doseles de A. prolifera 'y
B. empetrifolia. El primer clado correspondié a Pseudomonas, con similitud a la
especie P. fluorescens para los aislados de la ladera norte y sur bajo los doseles de
B. empetrifolia, correspondientes a 4SBER4 y 2HBER4 respectivamente. El

segundo clado correspondi® a Rhodococcus con una alta similitud con R.
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kyotonensis correspondiente a un aislado de la ladera sur en los suelos de B.
empetrifolia (2HBER10). El cuarto clado correspondio a
Pseudarthrobacter/Arthrobacter donde se agruparon 5 aislados correspondientes a
suelos de las dos laderas y las dos especies (4HBER2, 1SBER5, 4HAZO6, 2SAZ06
y 6 SAZO5). El quinto clado correspondié a Leifsonia donde se agrupé el aislado
3HBERS9 de la ladera sur bajo los suelos de B. empetrifolia con similitud a la especie

L. bigeumensis.

Pseudomonas fTnorescens ATCC 13525TNR_114476 |
IHBER4 Pseudomonas

oo 4S5BER4

100 Rhaodacocens kyatonensis DS472T AB269261 '
THBERI1D

Rhodococcus

i Psendarthrobacter clilorophenolicus A6T CPO01341
’7 Arthrobacter oryzae KV651T AB279889

i ~4HBER2
l 1SBERS Pseundarthrobacter/Arthrobacter
L-4HAZOG
ISAZO6
6SAZOS3 -
_m . [ Leifsonia bigeumensis MSL-27" EF466124 | Leifsonia
100

——— —3HBER?Y

Figura 4. Arbol filogenético de 9 aislamientos bacterianos obtenidos de las especies
A. prolifera y B. empetrifolia de las laderas norte y sur del complejo volcanico
Nevados de Chillan. 2HBER4, 2HBER10, 4HBER2, 3HBER9 corresponden a
aislamientos de la especie B. empetrifolia de la ladera sur. 4SBER4, 1SBER5
corresponden a aislados de la especie B. empetrifolia en la ladera norte. 4AHAZOG6
corresponde a aislados de la especie A. prolifera en la ladera sur. 2SAZ06, y

6SAZO5 corresponden a aislados de la especie A. prolifera en la ladera norte.
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Comparacion de la actividad de diferentes mecanismos promotores del crecimiento

de las plantas.

El mecanismo promotor del crecimiento de caracter hormonal correspondiente a la
produccion de acido indol acético (IAA), tuvo rangos de produccion hormonal
cercanos al 1,5ug ml de IAA. La actividad de IAA fue similar entre laderas para A.
prolifera (Figura 5a, Ladera, F 1,22=16,49, p=0,90) y B. empetrifolia (Figura 5b,
Ladera, F 1,25=0,89, p=0,46).

Produccion de Acido Indolacético (IAA)

a Azorella prolifera b Berberis empetrifolia

20 20

-
i

ug mi~TIAA

05

0.0 0.0

Norte Sur Norte Sur
Ladera

Figura 5. Produccién de &cido indolacético (IAA) de bacterias aisladas de 2
especies de formaciones xerofiticas andinas en laderas opuestas. Para todos los
mecanismos las columnas se dividieron por especie: en la izquierda la especie A.
prolifera y a la derecha la especie B. empetrifolia. Para cada especie las laderas
se indican con colores: verde para la ladera norte y celeste para la ladera sur. Los
valores indican la mediatEE. Letras iguales indican que no existen diferencias (t-

test o equivalente no paramétrico, p > 0,05).
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Con respecto a los mecanismos promotores de tipo enzimético se encontrd lo

siguiente:

Para los mecanismos promotores del crecimiento enzimaticos, la actividad
ACC desaminasa de todos los aislados se muestra en la Figura 6a y 6b. Las
bacterias cultivables aisladas de A. prolifera en la ladera norte tuvieron una actividad
7 veces mayor que en la ladera sur (7,05 vs 1,03, Figura 6a, Ladera, F 1,7= 0,80, p
=0,013). En contraste, actividad ACC desaminasa fue similar entre laderas para las

bacterias aisladas de B. empetrifolia (Figura 6b, Ladera, F 1,8=0,04, p=0,41).

La actividad fosfatasa, medida a través del indice de solubilizacion de fosfato
presentd diferencias entre las laderas solo para las bacterias asociadas a A.
prolifera, siendo un 12% mayor en la ladera norte (Figura 6¢, Ladera, F 1,15=1,811,
p=0,007). Para B. empetrifolia la capacidad de las bacterias para solubilizar fosfato

fue similar entre las laderas norte y sur (Figura 6d, Ladera, F 121 =0,24, p =0,87).

La actividad de la enzima nitrogenasa fue mayor en ladera norte para las dos
especies. Particularmente, para los aislados de A. prolifera, la produccion de etileno
fue en promedio de 396 nmoles C,H, d tvial * en la ladera sur, inferior a los 1109
nmoles C,H, d lvial * presentes en la ladera norte (Figura 6e, Ladera, F 1,25= 0,95,
p=0,007). Para los aislados de suelo de B. empetrifolia, también se observo la
misma tendencia con 1302 nmoles C,H, d vial ! en la ladera norte, mayor que los

396 nmoles C,H, d vial  de la ladera sur (Figura 6f, Ladera, F 1,25=3,5, p = 0,001).
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Actividades promotoras del crecimiento enziméaticas
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Figura 6. Mecanismos promotores del crecimiento vegetal de caracter enzimatico

de bacterias aisladas de 2 especies de formaciones xerofiticas andinas en laderas

opuestas. Para todos los mecanismos las columnas se dividieron por especie, en

la izquierda la especie A. proliferay a la derecha la especie B. empetrifolia. Para

cada especie las laderas se indican con colores, verde para la ladera norte y

celeste para la ladera sur. La actividad de la enzima ACC desaminasa (ay b) se
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presentan como uM de a-cetobutirato. La solubilizacion de fosfato (c y d) se
presenta como Indice P. La fijacién de nitrodgeno (e y f) se indica como nmoles
C,H, d lvial 1. Barras de error indican la mediat+EE. Letras distintas por sobre
barras de error indican diferencias significativas entre laderas (T test o equivalente
no paramétrico, p < 0,05), letras iguales indican que no existen diferencias (T test

0 equivalente no paramétrico, p > 0,05).

OBJETIVO ESPECIFICO 2. Evaluar diferencias en la supervivencia,
desempefio y crecimiento de plantas nativas expuestas a sequia, al ser

inoculadas con PGPB asociadas a plantas de formaciones xerofiticas andinas.

METODOLOGIA

Obtenciéon de in6culos de PGPB

Considerando los resultados del objetivo 1, se realizé una seleccion de bacterias
con mayor actividad para cada mecanismo promotor del crecimiento. Es decir, se
selecciond una bacteria con la mayor actividad ACC-desaminasa, otra con
produccion de acido indol acético (IAA), fijacion de nitrégeno y solubilizacién de

fosfato (Tabla 3).

Las bacterias seleccionadas se encapsularon segun el método de
microencapsulacion por gelificacion inversa descrito por Martins et al. (2015) con
modificaciones. Primero, se preparé un pellet con las bacterias seleccionadas y

previamente enriquecidas en medio TBS, el cual se centrifugo y lavo 3 veces con
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solucion PBS. Posterior a ello, se disolvio 0,1 M de cloruro de calcio (CacCl;), 0,02
% de triptofano y 1% TBS en 100 ml de Glicerina. Una vez lista esta solucion se
agregaron 2 ml de pellet bacteriano (solucién bacteriana). La segunda etapa
consistié en preparar una soluciéon con 1 g de alginato y 0,1 g de tween 20 en 100
ml de agua (solucion de alginato), que se mantuvo en un agitador mientras caian
por gravedad gotas de la solucion bacteriana contenidas en una bureta. Una vez
obtenidas las capsulas, se protegieron con una solucion de quitosano al 4%

mezclada con 0,8 % v/v de acido glacial (pH se ajusté previamente a 5).

Para crear las combinaciones de consorcios bacterianos que fueran
compatibles entre ellos, se realizaron pruebas de antagonismo dual con todas las
posibles combinaciones entre las 4 bacterias. La prueba de antagonismo dual
consiste en sembrar un par de bacterias en medio solido generando intersecciones
entre ambas bacterias, donde existe compatibilidad, las intersecciones presentan
crecimiento microbiano de ambas bacterias, mientras que donde existe
antagonismo crece sOlo una o ninguna (Molina-Romero et al. 2017). Las
combinaciones seleccionadas para la generacidbn de consorcios bacterianos
consideraron dos combinaciones, en la primera aquellas bacterias con mayor
actividad para solubilizacién de fosfato y ACC desaminasa (PACC). La segunda
combinacion consideré a las bacterias con mayor actividad de nitrogenasa y
produccion de &cido indol acético (NIAA). En total se inocularon 4 g por cada

combinacion, 6sea 2 g por bacteria, su concentracion se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Caracterizacion de inoculos bacterianos utilizados en el ensayo, sefialando

actividad, ladera y especie asociados a ellos junto con la identidad probable de la

bacteria y la concentracion del inéculo (Log UFC g 1)

Mecanismo Ladera Especie de Identidad Log UFC
promotor del planta probable gl
crecimiento asociada
vegetal
ACC Sur B. empetrifolia  Pseudoarthrobacter 3,5
desaminasa chlorophenolicus
IAA Norte A. prolifera Arthrobacter oryzae 3,08
Fijacion de Norte B. empetrifolia  Pseudoarthrobacter 2,58
nitrégeno chlorophenolicus
Solubilizaciéon Norte A. prolifera Sin identificar 3,08
de fosfato

Ensayo de vivero

Los consorcios bacterianos fueron inoculados en las raices de plantas de

Gomortega keule (Molina) Baill. (Gomortegaceae). G. keule es un arbol endémico

de la cordillera de la Costa, crece entre las regiones del Maule y Biobio, entre los 0-

700 msnm (Rodriguez et al. 2018). G. keule es una especie perenne que alcanza

hasta los 30 metros de altura, sus hojas son coriaceas, ovaladas de 15 cm de alto

y un color verde brillante en su haz, y de color verde claro en su envés y fragantes,

sus frutos son redondos y de color amarillo brillante. La mayoria de sus poblaciones
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se encuentran en el bosque maulino, crecen cercanas a cursos de agua o en valles
con influencia oceanica. En el limite sur de su distribucion G. keule crece en laderas
pronunciadas y sobre suelos metamorficos asociadas a arboles perennes
(Hechenleitner et al. 2005). Esta especie es un Monumento Natural (Decreto
13/1995) y esta en peligro de extincion, amenazada por la deforestacion y el
monocultivo (MMA, 2022). Las actividades para la recuperacion de las poblaciones
de G. keule son complejas debido principalmente a las dificultades que existen en
Su propagacion, crecimiento y aclimatacién, ya que se ha observado alta mortalidad
en los primeros estados y luego de trasplantes (Mufioz-Concha et al. 2010) dada
estas dificultades es que se considerd G. keule como una especie atractiva para
estudiar los efectos de la inoculacion de PGPB sobre su supervivencia, desempefio

y crecimiento en condiciones de sequia.

Se obtuvieron 60 plantas de Gomortega keule del vivero del Centro de
Semillas, Genética y Entomologia (CONAF, Chillan). Las plantas tenian
aproximadamente 2 afios y sus semillas provenian de dos sitios: Reserva Nacional
Los Queules (regién del Maule) y de Cobquecura (region de Nuble). El sustrato con
el que provenian estas especies era del tipo “sustrato de pino compostado” muy
utiizado en viveros para producciébn de arboles, ya que posee una alta
concentracion de materia organica y retencion de humedad (Zapata et al. 2015;
Coker, 2021). Para ensayos de inoculacién generalmente se esterilizan los suelos,
pero este proceso afecta negativamente la actividad enzimatica de las bacterias
(Xun et al. 2015), asi como también exacerban el efecto de la actividad promotora
del crecimiento vegetal puesto a que no existen otros microorganismos que

interactien con los in6culos (Goldstein et al. 1985). Considerando que nuestro
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trabajo es una aproximacién practica se decidid dejar los suelos sin esterilizar, con
la finalidad de observar el efecto de los in6culos bacterianos en la promocion del
crecimiento vegetal en presencia de los microorganismos originales que vienen con

los sustratos empleados en procesos de viverizacion.

Previo al ensayo de inoculaciéon y sequia, las plantas fueron aclimatadas
desde noviembre (2021) a enero (2022) a condiciones de vivero en camaras de
crecimiento ubicadas en el Laboratorio de Microbiologia de Suelos (Universidad de
Concepcidn). La temperatura se programo a 22°C, con un fotoperiodo de 16/8 h
luz/oscuridad. Tanto la temperatura como la humedad relativa del aire fueron
monitoreadas, instalando dos sensores (Hobo Pro v2), programados para registrar
cada 30 minutos durante todo el tiempo que duré el ensayo. En paralelo, se
instalaron 6 psicrometros de suelo (PST-55, Wescor Inc.) por debajo del nivel de las
raices, para monitorear semanalmente la humedad del suelo. La condicion inicial de
las plantas se muestra en la Figura 7. Durante el periodo de aclimatacion, las plantas
gue no mejoraron respecto a sus estados iniciales fueron excluidas del ensayo de

restriccion hidrica, quedando con un namero total de 53 plantas.

Figura 7. Condicion inicial de plantas de G. keule utilizadas para inoculacion

bacteriana.
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Para determinar el efecto de los encapsulados bacterianos sobre el

desempefio de las plantas en condiciones de déficit hidrico, se asignaron

homogéneamente las 53 plantas de G. keule a 2 condiciones de disponibilidad

hidrica: Riego, con irrigacion semanal a capacidad de campo (26 plantas); Sequia,

suspension del riego desde febrero a junio de 2022 (27 plantas). Dentro de cada

condiciéon hidrica, las plantas fueron asignadas aleatoriamente a tres tipos de

inoculacién bacteriana: bacterias con actividad P y ACC desaminasa (PACC),

bacterias con actividad nitrogenasa y acido indolacético (NIAA) y el control, que

consistié en una inoculacion de bioencapsulados sin bacterias (Tabla 4). Las plantas

se inocularon el 8 de febrero (2022) y el riego se suspendié el 3 de marzo (2022).

Tabla 4. Tratamientos diferenciales en disponibilidad hidrica y tipo de inoculacién

(n = 6) para el desarrollo de individuos juveniles de G. keule, con distintos tipos de

in6culos.

TRATAMIENTO  TIPO DE INOCULACION  N° plantas
Cepa Cepa Sin
1 2 Bacteria
NIAA PACC
RIEGO 9 9 8 26
SEQUIA 10 9 8 27

Medicion de indicadores de supervivencia, desempefio y crecimiento

El ensayo tuvo una duracion de 8 meses (incluyendo aclimatacion y ensayo de

sequia e inoculacion). Durante 5 meses, que fue el tiempo que las plantas se
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expusieron a sequia y se inocularon se midié la supervivencia, desempefio y
crecimiento de las plantas en todas las condiciones experimentales, a través de

distintos rasgos e indicadores.

Porcentaje de Supervivencia. El estado de cada planta se cuantificO semanalmente
(viva o muerta). Esta informaciéon se utilizé para estimar el porcentaje de
supervivencia en el tiempo y se pudo comparar si existieron diferencias entre los

tratamientos.

Desempefio

Eficiencia fotoquimica maxima del PSII (Fv/Fm). Esta variable refleja el buen o mal
funcionamiento del aparato fotosintético. Su rango varia entre 0 y 1, con valores >
0,83 considerados como plantas saludables. Para medir Fv/Fm se utiliz6 un
fluorimetro (Pocket PEA - Hansatech Instruments Ltd.). Para cada planta se
selecciond una hoja joven, pero completamente extendida, las cual fue oscurecida
por 10 minutos previo a las mediciones. La periodicidad de estas mediciones fue

semanal y se midieron en todos los individuos de todos los tratamientos.

Conductancia estomatica (mmol/m2s). Indica la tasa de intercambio de gases
determinada por el grado de apertura de los estomas; estomas mas abiertos
permiten una mayor conductancia y por ende indican mayores tasas fotosintéticas
y de transpiracion (Pietragalla & Pask, 2012). En condiciones de sequia las plantas
tienen a disminuir su conductancia estomatica para evitar la deshidratacion, por lo
gue la medicion de este indicador se utilizé para verificar el estado hidrico de las

plantas (Polle, 1996). La conductancia estomatica fue medida en (1 hoja x 5 plantas
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X tratamiento, n = 30), utilizando un porémetro SC-1 (Meter Group). Las mediciones

se realizaron semanalmente entre mayo y junio.

Crecimiento
Numero de hojas. Este indicador se midié para todos los individuos al comienzo y
final del ensayo, de manera de cuantificar cambios en el numero de hojas de cada

planta entre las diferentes condiciones experimentales.

Relacion Raiz/Brote. Es la razon entre la biomasa subterranea y aérea y refleja de
forma directa la asignacién de biomasa por las plantas a distintas funciones de los
organos (Qi et al. 2019). Para calcularla, las plantas se cosecharon al final del
ensayo, se separaron las estructuras areas de las raices, se embolsaron y secaron
en horno a 70°C por 48 horas. Posteriormente, cada porcion se pesé en balanza
electronica (Ohaus Corporation, model STX223) y luego se calculé la razon entre

ambas biomasas. La relacion raiz brote se midié para todos los individuos.

Longitud especifica de la raiz (LER, m g1). Es la relacion entre la longitud de la raiz
y la biomasa seca de las raices finas. La longitud especifica de la raiz disminuye a
medida que aumenta el grado de estrés hidrico (Ostonen et al. 2007). Representa
el caracter subterraneo analogo al area foliar especifica. Se medié LER para todas
las plantas, se limpiaron las raices y se digitalizaron a través de escaner
especializado con una resolucion de 15 um para el calculo de la longitud y didmetro
de las raices. Las muestras se secaron a 70° C por 48 horas para determinar el

peso seco.
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Area especifica de la hoja (SLA, mm2/mg). Es la relacion entre el area de una hoja
y su masa seca. Es un indicador indirecto de la tasa de crecimiento relativo y
fotosintesis maxima. Plantas sometidas a estrés causado por sequia suelen poseer
un SLA menor, debido a que la sequia afecta la expansién de las hojas. Hojas mas
gruesas poseen una mayor densidad de clorofila y proteinas por unidad de &rea
foliar, por lo tanto, poseen una mayor capacidad fotosintética acompafiada de una
mayor eficiencia en el uso del agua. SLA se midi6 para todas las plantas por
triplicado. Se tomaron hojas sanas y desarrolladas del dosel superior. Se midio el
area foliar proyectada utilizando un escaner de oficina siguiendo el protocolo de
Pérez-Harguindeguy et al. (2013). Las imagenes fueron procesadas con el
programa “Fiji Image J”. Las hojas fueron secadas en un horno a 70°C por 48 horas.
Luego, se midid el peso seco de cada hoja con una balanza analitica digital
(Techne). Finalmente se determind SLA dividiendo el &rea proyectada hoja dividida
en su peso seco (mm?mg). SLA se midi6 una vez terminado el ensayo de

inoculacién para todas las plantas.

Una vez terminado el ensayo se tomaron muestras de 1kg de suelo de los
tratamientos riego y sequia, ambos sin inoculacién bacteriana (dos muestras por
tratamiento, n = 4), para analisis quimico completo de suelos en el Laboratorio de

Andlisis de Suelos y Plantas de la Universidad de Concepcién, Chillan.

Analisis estadistico

Las diferencias en el porcentaje de supervivencia de plantas de G. keule entre los

tratamientos, fueron evaluados con analisis de Kaplan-Meier. Las diferencias en el
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potencial hidrico de los tratamientos riego y sequia fueron analizadas en sus
mediciones finales a través de prueba no paramétrica Wilcoxon. Las diferencias en
Fv/Fm y conductancia estomatica fueron analizadas a traves del tiempo con ANOVAs
de medidas repetidas con riego (2 niveles) e inoculacién (3 niveles) como
predictores. Las diferencias en variables post-cosecha tales como SLA, RSRy LER
fueron comparados entre tratamientos diferenciales de inoculacién (NIAA, PACC, y
sin PGPB) a través de ANOVA factorial o su equivalente no paramétrico. Todos los

datos fueron analizados mediante el software Statistica version 13.

RESULTADOS

El ensayo se realizd en condiciones de temperatura que fluctu6 entre los 18°C y los
24°C entre febrero y junio, con un promedio de 21,8°C durante todo el periodo que
durd el ensayo. La humedad relativa del ambiente fluctué entre 37% y 75% entre

los meses de febrero y junio, y tuvo un promedio de 54,83%.

La disponibilidad hidrica disminuy6 en los suelos donde se suspendi6 el riego
(Figura 8). Mientras los suelos con riego semanal mantuvieron un potencial hidrico
promedio de -0,1 + 0,3 MPa, aquellos suelos con suspensién de riego registraron
potenciales hidricos de -2,73 £ 0,9 MPa en la Ultima semana de ensayo. Esta caida
abrupta del potencial hidrico del suelo en las uUltimas 3 mediciones coincide con el

desfonde de los maceteros que permitieron que ambos sustratos se comportaran
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de manera distinta en las mediciones finales (Figura 8, Tratamiento x Fecha Final,

F1.0=1,91, p=0,01).

Potencial hidrico del suelo (MPa)

e S N " . M " M 3 ——

ratamiento
o —_—
_2
= Riego

Sequia

abr. may. jun
Figura 8. Medias del potencial hidrico (MPa) de los suelos de los tratamientos
riego y sequia durante el ensayo de inoculacion bacteriana en plantas de G.
keule. Los valores corresponden a la media + EE. La linea vertical de color

negro muestra el periodo en el cual se realizé el desfonde de los maceteros.

El efecto de la inoculacién en plantas de G. keule expuestas a condiciones de
sequia fue evaluado a través de distintos e indicadores de supervivencia,
desempefio y crecimiento. En el caso de la supervivencia, los resultados
dependieron de la condicion hidrica. (Figura 9). Por ejemplo, en condiciones de
riego permanente, la supervivencia fue un 29,9% menor entre las plantas sin
in6culos, mientras que en la condicibn sequia la supervivencia de plantas
inoculadas con NIAA se redujo un 30,3% (Chi? = 25,5 p <0,001). En ambos
tratamientos, la supervivencia se redujo después de los 90 dias de iniciado el

ensayo (Figura 9).
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Figura 9. Grafico de la tabla de supervivencia proveniente de analisis Kaplan-
Meyer para los tratamientos con riego (a) y sequia (b), con tres tipos de

inoculacién (NIAA, PACC y sin bacteria).

Eficiencia fotoquimica maxima del PSIl (Fv/Fm). En general, la totalidad de las
plantas en los tratamientos con riego y sequia tuvieron una tendencia a disminuir en
su Fv/Fm entre el periodo inicial y final. Las plantas con riego en los tres tipos de
inoculacién presentaron un comportamiento similar (Figura 10a, Tipo de Inoculacién
x Fecha, F222=0,16, p=0,854) (Anexo 1). En particular las plantas inoculadas con
bacterias con NIAA presentaron una disminucion notable en el tiempo (p = 0,025).
Para las plantas expuestas a sequia existio un cambio de las tendencias posterior
al desfonde de los maceteros. Previo al desfonde, las plantas sin inoculacion

bacteriana eran las con menor Fv/Fm en comparacion con NIAA y PACC. Sin
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embargo, al final del experimento las plantas sin inoculacion bacteriana fueron las
que presentaron mayor Fv/Fm que las inoculadas (Fv/Fm = 0,7 vs 0,52, Figura 10b,
Tipo de Inoculacion x Fecha, F223=1,16, p = 0,006; detalles estadisticos en Anexo

1).

Conductancia estomatica. Para todas las plantas la conductancia estomatica fue
disminuyendo en el tiempo (Figura 10). En general la conductancia estomatica se
comporté de manera similar en todos los tratamientos (Figura 10, Condicion hidrica
x Tipo de inoculacion, F223=1,25, p =0,30, detalles estadisticos ver Anexo 2). A
pesar de no haber observado diferencias entre plantas inoculadas y no inoculadas
en riego y sequia, si se observaron disminuciones en la conductancia estomatica de
los tratamientos inoculados con PACC en condiciones de riego (Figura 10a, Fecha

x PACC, F2.23=1,25, p=0,02).
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Eficiencia fotoquimica méaxima del fostosistema Il (Fv/Fm)
a b
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Tipo de inoculacién
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-~ Sin bacteria
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Figura 10. Desempefio de la planta para los tratamientos riego (izquierda) y
sequia (derecha), con 3 tipos de inoculacion (NIAA, PACC y sin bacteria). Barras
de error indican error estandar (media + EE). Lineas verticales de color negro
indican el tiempo en el cual se realizo el desfonde de los maceteros para el

tratamiento con sequia. La eficiencia fotoquimica maxima del fostosistema Il
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(Fv/Fm) se indican con las letras a 'y b. La conductancia estomatica (nmol/m?2s)

se indican con las letras c y d.

Para los indicadores del crecimiento, s6lo en el nUmero de hojas se observé
que las plantas se comportaron distinto segun su tipo de inoculacion (Figura 11). En
particular, las plantas sin inoculacion bacteriana aumentaron al doble su niumero de
hojas que las plantas con inoculacion bacteriana en condiciones de riego (Figura
11a, sin bacteria x NIAA, F144=0637, p=0,005, sin bacteria x PACC F1,44=0637,
p=0,026). Mientras que para las plantas con sequia la tendencia fue contraria,
observandose que la inoculacion de plantas con NIAA aumentd su nimero de hojas
con respecto a aquellas inoculadas con PACC (Figura 11b, NIAA x PACC,
F1,44=0637, p=0,019) y sin inoculacién bacteriana (Figura 11b, Sin bacteria x PACC,
F144=0637, p=0,007). En cuanto a los otros indicadores de crecimiento, no se
observé que la inoculacién tuviera algun efecto en las plantas con riego o sequia.
Por ejemplo, para el area especifica de la hoja (SLA, mm2mg71), las plantas se
comportaron de manera similar en todos los tipos de inoculacion (Figuras 11cy 11d,
Tratamiento x Tipo de inoculacién, F242=1,58 p=0,21; ver detalles estadisticos en
Anexo 4). Al igual que para la longitud especifica de la raiz (LER, g m'1) donde
tampoco se observaron diferencias para este indicador (Figuras 1lle y 11f,
Tratamiento x Tipo de Inoculacion, H2,44=0,79 p=0,45; ver detalles estadisticos en
Anexo 5). Lo mismo que para la relacion raiz brote, donde los tres tipos de in6culo
no tuvieron efectos en las plantas (Figuras 11g y 11h, Tratamiento x Tipo de

Inoculacion, F244 = 0,35 p=0,7; ver detalles estadisticos en Anexo 6).
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Figura 11. Indicadores de crecimiento para determinar el efecto de la inocuacién
bacteriana en plantas de G.keule en los tratamientos riego (izquierda) y sequia
(derecha), con tres tipos de inoculacion (NIAA, PACC y sin bacteria). Baras de
error indican el error estandar (media +EE). Comparaciones estadisticas (ANOVA
de varianza factorial o equivalente no paramétrico) se indican con letras por sobre
las barras de error: a y b indican que existen diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05), letras iguales indican que no existen diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05). El nUmero de hojas se indica en los
paneles a y b. Las medias del Area Especifica de la Hoja (SLA, mm2 mg?) se
indican en los paneles c y d. La Longitud Especifica de la Raiz (LER, m g) se
indican con las letras e y f. Relacion Raiz Brote de plantas se indican en los

paneles gy h.
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DISCUSION

En el presente trabajo se logrd cuantificar la abundancia bacteriana y actividad de
PGPB asociadas a plantas de formaciones xerofiticas andinas en funcion de la
variacion en la disponibilidad hidrica, la temperatura influenciada por la exposicion
de la ladera y las propiedades quimicas del suelo, éstas ultimas afectadas por la
identidad de la especie. Un gran hallazgo en la presente investigacion es haber
detectado mayor abundancia bacteriana y actividad enzimatica en la ladera norte,
que tuvo mayor oscilacién térmica y déficit hidrico que la ladera sur. Dos de los tres
mecanismos enzimaticos mostraron diferencias entre laderas, pero solo para las
bacterias asociadas a Azorella prolifera. Por lo que creemos que la identidad de las
especies es clave a la hora de explorar el potencial beneficioso de las bacterias que

promueven el crecimiento de las plantas en los sistemas alpinos.

En primer lugar, los rangos obtenidos para la abundancia bacteriana parecen
coincidir con la literatura. Por ejemplo, trabajos como los de Sinegani et al. (2017)
han obtenido rangos cercanos a 3 Log UFC g para sitios contaminados, y valores
entre 6,3 y 8,3 Log UFC g para pastizales y sistemas agricolas, siendo el mas
comun el cercano a 6 Log UFC g. Kieft et al. (1993), por su parte, han obtenido
rangos entre 2 y 6,7 Log UFC g para suelos de sistemas naturales aridos en
Estados Unidos. A pesar de que los rangos de abundancia bacteriana que
obtuvimos parecen ser normales, no ocurre lo mismo para los rangos de actividad
de las PGPB, que tuvieron valores bajos si se comparan con los de sistemas

agricolas. Por ejemplo, nuestras PGPBs produjeron acido indol acético en un rango
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de 1,4 ug mlt a 1,7 ug ml -1, valores bajos en comparacién con lo reportado en
sistemas agricolas, donde las producciones de IAA fluctGan entre 8,5 ug mlty 69,7
ug mlt (Herlina et al. 2017). Asimismo, mientras que la solubilizacién de fosfato en
sistemas agricolas fluctia entre 4-5 (Schoebitz et al. 2013; Pande et al. 2017), en
nuestro sistema no super6 el 1,5. En cuanto a la actividad de la nitrogenasa,
nuestras PGPB no superaron los 1,4 umol C,H, d*? viall, un rango bajo si se
compara con bacterias industriales que poseen entre 6 y 108 umol C,H, d-1 vial-1
(Li et al. 2017). La mayoria de los estudios que evallan los beneficios potenciales
de las PGPB se llevan a cabo en sistemas agricolas, con bacterias que han sido
optimizadas durante afios, por lo que la baja actividad enzimatica observada en
bacterias de sistemas naturales no es sorprendente. Sin embargo, este patron
cambia cuando comparamos nuestros resultados con la actividad promotora del
crecimiento vegetal de las bacterias de los sistemas naturales. Por ejemplo,
Kadioglu et al. (2018), aislaron bacterias tolerantes al frio con actividad ACC
deaminasa de diferentes plantas alpinas nativas en Erzurum (entre 1760 y 2720 de
elevacion). La actividad de estas bacterias oscilaba entre 0,9 y 1,2 yM de a-
cetobutirato, casi seis veces menos que la actividad obtenida en nuestro estudio. La
mayoria de los estudios sobre la abundanciay la actividad de las PGPB en sistemas
alpinos proceden generalmente del Himalaya, un sistema muy distinto al nuestro,
donde las bacterias interactian con plantas cultivadas y en suelos muy degradados
(e.g. Kumar et al. 2011; Majeed et al. 2014). Esto hace dificil establecer
comparaciones que evidencien el potencial de los hallazgos plasmados en este

estudio.
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Abundancia bacteriana y mecanismos promotores del crecimiento relacionados con

la exposicion de la ladera

La abundancia bacteriana y la actividad enzimética fueron mayores en la ladera
norte que en la sur. El patrén climéatico favorecié a una ladera sobre la otra. En
general, la ladera norte tiende a ser mas seca y calida que la ladera sur, tal y como
se ha descrito anteriormente para laderas de orientacion ecuatorial (Scherrer &
Koérner 2011). Ademas, en la ladera norte se produjeron eventos de calor y
congelacion mas intensos y frecuentes (Tabla 1), con mayores fluctuaciones
térmicas estacionales que en la ladera sur. Esto significa que las interacciones
planta-PGPB deberian ser mas probables en la ladera norte, y los beneficios,
representados como la actividad de los mecanismos PGP, deberian ser mayores en

esta ladera mas extrema.

La influencia de los factores ambientales en la abundancia bacteriana, que
podrian contribuir a las diferencias observadas en la ladera norte, se ha descrito de
forma independiente: la temperatura (Chen et al. 2015), la humedad del suelo
(Naylor & Coleman, 2018) y las propiedades quimicas del suelo (Ai et al. 2020).
Particularmente, el aumento de la temperatura favorece la abundancia bacteriana
especialmente en las regiones frias (Chen et al. 2015). Mientras que para la
humedad del suelo, los efectos son mas dinamicos, ya que afectan las propiedades
quimicas del suelo y el desemperio de las plantas (Naylor & Coleman, 2018), lo que
indirectamente repercuten en las bacterias. Sin embargo, la identidad y las

adaptaciones de las PGPB determinarian si éstas sobreviven y crecen en
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condiciones extremas (Pérez-Jaramillo et al. 2018). Ademas, su respuesta depende
de lo estables que sean las comunidades que componen; comunidades bacterianas
estables no cambian en suelos mas secos (Stres et al. 2008). Un claro ejemplo es
un trabajo de Chodak et al. (2015), quienes evaluaron la respuesta de las bacterias
adaptadas a la sequia que fueron posteriormente rehumedecidas, provocando una
disminucién de bacterias gran negativas producto del estrés y un aumento de las
gran positivas. Es evidente que la abundancia de bacterias depende del ambiente,
de las caracteristicas de las bacterias (i.e. adaptaciones e identidad), su comunidad
albergante y de las plantas con las que interactda.

La identidad de las bacterias mas abundantes y activas coincide con la
reportada para otros sistemas con condiciones extremas. Todos los géneros
bacterianos identificados en este estudio han sido identificados en entornos
climaticamente limitantes como el Himalaya (e.g. Pseudomonas, Selvakumar, 2008;
Rhodococcus, Ruberto et al. 2005, Leifsonia, Reddy et al. 2008), la cordillera de Los
Andes (e.g. Pseudomonas Viruel et al. 2011; Vega-Celedodn et al. 2021), la Antartida
(e.g., Arthrobacter, Dsouza et al. 2015; Pseudarthrobacter; Shin et al. 2020;
Leifsonia, Ganzert et al. 2011), asi como en regiones extremadamente secas (e.qg.
Pseudoarthrobacter aislado de los desiertos africanos, Buckley et al. 2019). En
cuanto a su actividad, los géneros detectados se han caracterizado como PGPB.
Por ejemplo, la produccion de IAA por las bacterias del género Leifsonia (Kang et
al. 2016), o la actividad ACC deaminasa, fosfatasa y nitrogenasa de Pseudomonas
(Georgieva et al. 2018; Adhikari et al. 2021; Vega-Celedon et al. 2021), o las
bacterias de los géneros Arthrobacter y Pseudoarthrobacter que han sido

reportadas con multiples actividades promotoras del crecimiento (Lahsini et al.
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2022). Se cree que las limitaciones climaticas de nuestra area de estudio
favorecieron a un grupo selecto de PGPB que poseen adaptaciones que les
permiten sobrevivir y crecer en condiciones que para otros grupos bacterianos

serian letales.

La influencia de la variabilidad climética respecto a la temperatura y la
disponibilidad de agua en la actividad enzimatica de las PGPB ha sido estudiada de
forma limitada. Por ejemplo, en el caso de la actividad enzimatica de la ACC
deaminasa, sabemos que es una enzima caracteristica de los suelos salinos y
expuestos a la sequia (Glick, 2004; Brockett et al. 2012), pero no sabemos coOmo
cambios en la temperatura, humedad, o disponibilidad hidrica afectan su actividad.
Teniendo en cuenta nuestros resultados, se podria intuir que en ambientes mas
extremos podria haber una mayor actividad de esta enzima. Sin embargo, no existe
informacion relacionada. En cuanto a la actividad de la fosfatasa se han detectado
bacterias psicotolerantes capaces de solubilizar fosfato en condiciones de baja
temperatura (e.g. Pseudomonas spp. aisladas de Hilamaya, Adhikari et al. (2021)).
Nuestras bacterias estudiadas probablemente poseen las mismas cualidades, pero
faltan estudios para entender la influencia de la temperatura en la solubilizacion de
fosfato de nuestros aislados. Finalmente, para la fijacion de nitrégeno sabemos que
la actividad de la enzima nitrogenasa se ve favorecida en las condiciones humedas
y frias del sur (Rousk et al. 2018). Sin embargo, nuestros resultados mostraron que
la actividad de la enzima nitrogenasa fue mayor en la ladera norte, mas seca y
fluctuante. Es probablemente, que la identidad de las PGPB fijadoras de nitrégeno

estuviesen adaptadas a las condiciones extremas de nuestro sistema. A pesar de
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que, la exposicion de la ladera favorecid la actividad de los tres mecanismos
enzimaticos en la ladera norte, las diferencias microcliméticas de la ladera no fueron
suficientes para crear diferencias en las dos especies, creemos que la identidad de

la planta jugé un papel clave en nuestros resultados.

Abundancia bacteriana y mecanismos de promocién del crecimiento relacionados

con la identidad de las especies

La abundancia bacteriana se vio influida por la exposicion de la ladera, e
inesperadamente por la identidad de la especie. Inicialmente, pensamos que las
tendencias en la abundancia y la actividad deberian responder sdlo a la exposicion
de la pendiente y deberian coincidir para las dos especies, ya que ambas estaban
presentes en las mismas condiciones de temperatura y humedad. Al observar las
propiedades quimicas del suelo, se observaron notables diferencias entre las
especies. Un ejemplo claro, fue la alteracion del pH por la identidad de las plantas,
gue exacerbo las diferencias en la abundancia bacteriana solo en los suelos de B.
empetrifolia. Los suelos de B. empetrifolia y A. prolifera presentaban diferencias en
el pH, siendo el primero mas &cido. El pH del suelo suele estar alterado por los
exudados radiculares, que a su vez varian en su composicion dependiendo de la
identidad vegetal (Youssef & Chino, 2012). Sin embargo, los estudios que han
evaluado la abundancia bacteriana en funcion del pH afirman que el aumento del
pH deberia aumentar la abundancia bacteriana (Rousk et al. 2010). Por otro parte,
investigaciones como la de Yang et al. (2019), realizadas en sistemas alpinos
perturbados por la actividad agricola, mencionan que la abundancia de grupos como

las Actinobacterias (e.g. Pseudomonas asociadas a B. empetrifolia en la ladera
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norte) no esta influenciada por los cambios de pH (Yang et al. 2019). Aunque
creemos que la combinacion de la exposicion a la pendiente junto con los cambios
de pH en los suelos de B. empetrifolia beneficio la abundancia bacteriana de un

grupo de microorganismos, faltan estudios para esclarecer estas ideas.

Relacionando la identidad de las plantas y las bacterias abundantes
asociadas. Encontramos que para el género Azorella, es primera vez que se
detectan bacterias del género Pseudoarthrobacter. Previamente, trabajos como los
de Rodriguez-Echeverria et al. (2021) habian detectado filos abundantes como las
actinobacterias, para A. compacta y A. madreporica. Sin embargo, dentro de las
bacterias identificadas no se notificaron actinobacterias para A. prolifera. Mientras
gue para Berberis, investigaciones como las de Vega-Celedodn et al. (2021) habian
detectado previamente bacterias del género Arthrobacter asociada a B. microphylla
en la Patagonia. Géneros como Pseudomonas, Rhodococcus y Leifsonia no habian

sido detectados previamente, por lo que este es el primer registro al respecto.

En este estudio, la identidad de la planta influy6 en dos de los tres
mecanismos evaluados de PGPB. La actividad de la fosfatasa fue alta en los suelos
bajo el dosel de A. prolifera, que paralelamente exhibié el menor porcentaje de
materia organica en la ladera norte. Coincidentemente, Alemneh et al. (2022)
informaron de una correlacion negativa entre la solubilizacion del fosfato y el
carbono del suelo, lo que explica nuestros resultados. En cuanto a la actividad de la
enzima ACC deaminasa, creemos que no esta ligada a las propiedades quimicas
del suelo y esta relacionada con la planta de una manera mas compleja. Sabemos

que la planta a través de sus exudados radiculares modifica su microbioma
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beneficiando a un grupo de microorganismos sobre otros para su beneficio (Glick et
al. 2007). Es probable que las condiciones de la ladera norte afectaran de distinta
manera a las dos especies evaluadas en este estudio, y por esta razon, sélo tuvimos
diferencias en la actividad de la ACC deaminasa para una especie. En cuanto a la
actividad de la enzima nitrogenasa, ésta fue mayor en la ladera norte para ambas
especies, por lo que creemos que al menos este mecanismo no estd influenciado
por laidentidad de las especies. Nuestros resultados evidencian una relacion notoria
entre las plantas y la actividad de PGPB, donde las interacciones no parecen ocurrir

al azar.

La combinacion de la orientacion de la ladera y la identidad de la planta
evidencio una clara influencia en la actividad de la enzima PGPB, donde la dureza
del sistema alpino favorecio la abundancia de las bacterias y sus beneficios cuando
las condiciones se hicieron mas extremas en la pendiente norte, pero estos
beneficios estuvieron condicionados por la especie. Estudios indican que las plantas
estresadas modifican sus exudados radiculares, alterando el microbioma del suelo
y favoreciendo la presencia de PGPB (Liu et al. 2020; Glick & Gamalero 2021;
Cheng et al. 2022). La composicion de los exudados radiculares depende de las
propiedades quimicas del suelo, del genotipo de la planta y de su edad (Vives-Peris
et al. 2019). Tal vez, las condiciones climaticamente limitantes "mejoraron” la
exudacién de las raices de A. prolifera, aumentando la actividad de las PGPB. Es
necesario que estudios futuros consideren las respuestas de las plantas
incorporando los exudados de las raices entre los predictores de la abundancia y

actividad bacteriana.
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Efecto de la inoculacién bacteriana sobre el desempefio de plantas de G. keule bajo

estrés hidrico en vivero

Los in6culos bacterianos tuvieron un efecto inesperado en este ensayo. Contrario a
nuestra propuesta, los indculos bacterianos no mejoraron la supervivencia,
desempeiio, ni crecimiento de las plantas de Gomortega keule en condiciones de
sequia. Los indicadores de desempefio tuvieron tendencia general a la disminucion,
tanto para las plantas inoculadas con bacterias y las sin inocular. En cuanto a los
rasgos que evaluaban el crecimiento, no se puede decir que estos se vieron
favorecidos por la inoculacién, ya que solo en el nimero de hojas se encontraron
diferencias, lo cual podria deberse a multiples factores. Se cree que los resultados
obtenidos pudieron responder a una suma de factores que subyacen a la

metodologia, la especie inoculada y su microbioma.

La metodologia utilizada pudo haber afectado a distintas escalas nuestros
resultados. Primero, la combinacion de in6culos podria no haber tenido efectos
en la planta, especialmente la de bacterias con actividad nitrogenasa y acido
indolacético (ambos denominados NIAA), ya que la produccién de IAA fue muy baja
(i.e. media de 1,48 ug ml ! entre todos los aislados) si se compara con bacterias
de sistemas agricolas las cuales son efectivas en el crecimiento de la planta y
producen 30 veces mas IAA que las obtenidas en nuestro ensayo (Mohite,2013).
Para este factor seria interesante determinar qué y cuanta actividad necesitan las
plantas nativas utilizadas en viveros que tienen problemas en etapas de trasplante.
Segundo, la seleccion de la especie a inocular, G. keule es una especie con una
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tasa de crecimiento baja en sus primeros 3 aflos, aumentando su altura entre 25y
40 cm anualmente (Rodriguez, 1988), condicion que se vuelve mucho mas lenta en
condiciones controladas (Navarrete, 2006). La mayoria de los indicadores
analizados en plantas inoculadas con bacterias, como las sin bacterias tuvieron una
tendencia a la disminucién. Creemos que para proximos ensayos utilizas especies
nativas de las que se tenga mas informacion podria revelar de mejor manera si tiene

0 no un efecto promotor del crecimiento.

En cuanto a nuestro sustrato, la utilizacion de sustrato no estéril combinado
con un momento de inoculacion tardio podria haber afectado negativamente los
indicadores de crecimiento. Acorde a esta ultima reflexion, trabajos como los de
Bashan (1986), quien utilizé concentraciones bacterianas de indculo similares a las
de este ensayo con sustratos estériles (Log UFC g 1), tuvo mejores resultados en
el crecimiento de las plantas cuando inoculaba en estado de semillas. Es importante
establecer el tiempo de inoculacién ideal tanto para G. keule, como para otras
especies nativas, asi como también es imprescindible que se caractericen los
microbiomas de suelos de caracter comercial, para predecir interacciones,
especialmente las antagbnicas. En cuanto a las caracteristicas quimicas del
sustrato utilizado, estas eran completamente diferentes a las de Nevados de
Chillan. El sustrato de pino compostado poseia 30 veces mas materia organica, 100
veces mas fosforo, 400 veces mas potasio disponible y una mayor concentracion
de macronutrientes como hierro, manganeso, zinc y boro (Anexo 7), junto con la alta
retencién de humedad. Creemos que es probable que esta mayor disponibilidad de
macro y micronutrientes afectaron a nuestros inéculos. Sin embargo, existen pocos

estudios que aclaren el impacto de los macro y micronutrientes en la actividad de
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las PGPB provenientes de sistemas naturales. Por ejemplo, la materia organica
influye en la abundancia bacteriana (Mhete et al. 2021), pero no sabemos
especificamente a qué grupos bacterianos. Lo mismo ocurre para la humedad del
suelo que favorece a distintos grupos bacterianos (Chodak et al. 2015). Es probable
que tanto la materia organica, como la humedad del suelo no favorecieron a
nuestros indculos bacterianos, pero si a los microorganismos presentes
originalmente en el sustrato. Quedan muchas interrogantes relacionadas al
desconocimiento del microbioma los suelos nativos, determinar los requerimientos
bésicos de las PGPB en condiciones de vivero y sistemas naturales es clave para

revelar su verdadero potencial.

El desfonde de los maceteros alterd las interacciones entre la planta y su
microbioma, lo cual se hizo evidente en el cambio de las tendencias que se iban
observando previo al desfonde. Cambios en el medio circundante a las raices,
producto del desfonde podrian haber alterado la composicion de los exudados
radiculares, que provocaron una alteracion del microbioma. En este sentido, la
composicién de los exudados radiculares responde a los cambios que la planta
perciba en el medio, tales como el déficit hidrico (Hale & Moore, 1980), los cuales
alteran las interacciones entre la planta y los distintos microorganismos presentes
en el suelo (Xiong et al. 2020). Se cree que los microorganismos presentes en el
sustrato de pino compostado también eran benéficos, lo cual provocd que estos
compitieran con los inoculados, especialmente posterior al desfonde,
desplazandolos de la rizosfera, lo cual explicaria porque las plantas sin inoculacién
bacteriana tuvieron mejores indicadores que las con inoculacién bacteriana. El

antagonismo en la rizosfera ocurre con frecuencia, especialmente cuando existen
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cambios en ella que favorecen a determinados grupos por sobre otros (Raaijmakers
et al. 2009; Armada et al. 2015; Liu et al. 2020). Si bien se desconocia la identidad
de los microorganismos presentes en el sustrato de pino compostado, al igual que
la forma en que estos interactuarian con los microorganismos que inoculamos. Es
imprescindible estudiar la composicion de los exudados radiculares de plantas
nativas, y como estos cambian en respuesta al estrés, y los efectos de estos
cambios en las interacciones con los distintos grupos bacterianos. El microbioma
del suelo sigue siendo un espacio en el cual falta mucho por descubrir y estudiar,
ya que el mismo desconocimiento de él hace que sea altamente impredecible
cuando queremos comprender su interaccion con las plantas, y descubrir el
verdadero potencial para solucionar problemas atingentes relacionados al trabajo

con plantas nativas en viveros.

CONCLUSION

Hasta la fecha, todos los estudios relacionados a actividad promotora del
crecimiento de las bacterias presentes en los suelos de la cordillera de los Andes
han evidenciado su gran potencial biotecnolégico y novedad para la deteccion de
nuevas especies. Sin embargo, estos estudios se han concentrado principalmente
en el desierto de Atacama y el altiplano, con caracterizaciones preliminares que no
ahondan en el potencial benéfico. El presente trabajo enriquece la informacién
existente relacionada a la presencia de PGPB en sistemas andinos y entrega una

primera aproximacion para comprender como varia la abundancia y los distintos

72



mecanismos promotores del crecimiento vegetal de bacterias abundantes presentes
en los suelos de plantas de formaciones xerofiticas andinas en funcién del

microclima.

Claramente la heterogeneidad ambiental y la identidad de la especie influyen
en la abundancia y actividad de las bacterias presentes en sistemas alpinos. A pesar
de haber reportado baja actividad promotora del crecimiento vegetal en las bacterias
aisladas en comparacion con lo que se sabe de sistemas agricolas, es interesante
resaltar cdmo varian estas actividades entre laderas y como las especies
hospederas a las que se asocian determinan la intensidad de su actividad. Estas
tendencias colaboran con el conocimiento de lo poco que se sabe de las bacterias
nativas de la cordillera de Los Andes. A su vez, cada vez es mas claro que estas

interacciones no son azarosas y dependen de las especies con las que se asocian.

Las bacterias que detectamos logran sobrevivir y tener actividad, pese al filtro
ambiental que ocurre en estos sistemas. Considerando que la variacion climética
influye en la abundancia y actividad de las PGPB, seria apropiado considerar las
condiciones en las que viven estas bacterias en los experimentos que se realizan
en laboratorio, ya que probablemente las “condiciones ideales” para trabajos
microbiolégicos con bacterias no sean las mismas entre bacterias agricolas y de
sistemas naturales, y mucho menos entre bacterias alpinas y bacterias ubicadas en
zonas templadas o mediterraneas al nivel del mar, probablemente bajo otras
condiciones de laboratorio que consideren las temperaturas extremas, podriamos

observar resultados prometedores.
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En cuanto al potencial promotor del crecimiento una vez inoculadas estas
bacterias de formaciones xerofiticas andinas, se esperaban otros resultados que
permitieran establecer tendencias claras. Es evidente que se necesitan estudios
para comprender las interacciones entre plantas y PGPB, especialmente cuando se
piensa en herramientas biotecnoldgicas con aplicaciones practicas. Generalmente,
cuando se utilizan inéculos bacterianos estos se aplican en suelos estériles, sin
considerar que en la realidad esto no ocurre. Es de suma importancia estudiar los
exudados radiculares de las plantas nativas, sus cambios en respuesta al estrés, ya
sea en su composicion como en su actividad promotora del crecimiento vegetal.
Cambios en la composicion microbiana producto de la sequia repercuten en la
interaccién entre potenciales indculos bacterianos y los originalmente presentes.
Entender estas dinamicas, permite predecir mejor el efecto de los in6culos, méas

aun, considerando que posibles antagonismos ocurren en el mundo natural.

En este entorno cambiante, donde al parecer todos los ambientes tal y como
los conocemos se volveran mas extremos, sera necesario la comprension de las
interacciones entre plantas y PGPB, las cuales no ocurren al azar y al parecer
responden en primer lugar a las necesidades de la planta. Valorar estas
interacciones no sélo priorizara la conservacion de plantas presentes en ambientes
extremos con sus microbiomas, sino también pueden ser la solucién para que otras

especies nativas en apuros logren sobrevivir cuando el clima se vuelva mas duro.
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ANEXOS

Anexo 1. Detalle de analisis estadistico de varianza de medidas repetidas para la

Eficiencia fotoquimica maxima del PSIl (Fv/Fm), para los tratamientos riego (a) y

sequia (b).
a.
Efecto Andlisis de varianza de medidas repetidas de Fv/Fm
para riego
Parametrizacion Sigma-restrictiva
Descomposicion efectiva de hipotesis
SS G. de libertad MS F p
Intercepcion 292.01 1 292.01 10783.8 0
Tipo de 0.0009 2 0.004 0.16 0.85
Inoculacion
Error 0.6 22 0.027
Fecha 0.37 21 0.018 5.93 0
Fecha*Inoculo 0.15 42 0.004 1.21 0.18
Error 1.39 462 0.003
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Efecto

Andlisis de varianza de medidas repetidas para de

Fv/Fm para sequia

Parametrizacion Sigma-restrictiva

Descomposicidn efectiva de hipotesis

SS G. de MS F p
libertad

Intercepcion 293.42 1 293.4 9395.8 0
Tipo de 0.02 2 0.0128 0.41 0.67
Inoculacion
Error 0.71 23 0.0312
Fecha 1.43 21 0.068 10.613 0
Fecha*Inoculo 0.44 42 0.0107 1.66 0.007
Error 3.1 483 0.0064
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Anexo 2. Detalle de analisis estadistico de varianza de medidas repetidas para la

Conductancia estomatica.

Efecto

Andlisis de varianza de medidas repetidas

para conductancia estomatica

Parametrizacion Sigma-restrictiva

Descomposicion efectiva de hipotesis

SS G.de MS F p
libertad
Intercepcion 1506767 1 156767 133.84 0
Tratamiento 25676 1 25676 2.28 0.15
Tipo de Inoculacion 34740 2 17370 1.54 0.24
Tratamiento*Tipo de 28155 2 14077  1.25 0.31
Inoculacion
Error 258926 23 11258
Fecha 27439 7 3920 5.72 0.00001
Fecha*Tratamiento 12539 7 1791 2.61 0.01
Fecha*Tipo de 6571 14 469 0.69 0.79
Inoculacion
Fecha*Tratamiento*Tipo 8348 14 596 0.8699 0.59
de Inoculacion
Error 110354 161 685
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Anexo 3. Analisis univariado para el nUmero de hojas (a) y LSD test (b).

Efecto

Andlisis univariado para numero de hojas
Parametrizacion Sigma-restrictiva

Descomposicion efectiva de hipotesis

SS G. de MS F D
libertad
Intercepcion 570.9 1 5708985 71.44 0
Tipo de 19.14 2 9.56 1.12 0.31
Inoculacion
Tratamiento 5.09 1 5.09 0.64 0.43
Tipo de 130.37 2 65.19 8.16 0.001
Inoculacion*
Tratamiento
Error 351.6111 44 7.99
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Efecto Prueba LSD para el nimero de hojas
Prueba post hoc

MS=7.9912, grados de libertad=44

Tipode Riego (1) (2) (3) (4) (5) (6)

Inéculo 2875 2.125 2.1111 5.4444 6.125 1.6250
1 PACC Riego 0.6 0.58 0.07 0.03 0.38
2 PACC Sequia 0.60 0.99 0.02 0.007 0.73
3 NIAA Riego 0.58 0.99 0.02 0.01 0.73
4 NIAA  Sequia 0.07 0.02 0.02 0.62 0.01
5 Sin Riego 0.03 0.007 0.01 0.62 0.003

bacteria
6 Sin Sequia 0.38 0.73 0.73 0.01 0.003

bacteria




Anexo 4. Analisis univariado para el area especifica de la hoja (SLA).

Efecto Andlisis univariado para SLA
Parametrizacion Sigma-restrictiva

Descomposicion efectiva de hipotesis

SS G. de MS F D
libertad
Intercepcion 152.57 1 152.57 1070.02 O
Tipo de Inoculacion  0.14 2 0.07 0.48 0.62
Tratamiento 0.004 1 0.004 0.03 0.87
Tipo de Inoculacion*  0.45 2 0.23 1.58 0.22
Tratamiento
Error 5.99 42 0.14
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Anexo 5. Analisis univariado para LA Longitud especifica de la raiz (LER).

Efecto

Andlisis univariado para LER

Parametrizacion Sigma-restrictiva

Descomposicidn efectiva de hipotesis

SS G. de MS F D
libertad
Intercepcion 0.16 1 0.16 7116 O
Tipo de Inoculacion 0.001 2 0.0003 0.11 0.89
Tratamiento 0.0002 1 0.0002 0.11 0.75
Tipo de Inoculacion*  0.0035 2 0.002 0.79 0.46
Tratamiento
Error 0.1 44 0.002
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Anexo 6. Analisis univariado para la relacion raiz brote

Efecto

Andlisis univariado para la Relacion Raiz
Brote
Parametrizacion Sigma-restrictiva
Descomposicion efectiva de hipotesis
SS G. de MS F p

libertad

Intercepcion
Tipo de
Inoculacién
Tratamiento
Tipo de
Inoculacién*
Tratamiento

Error

29.29 1 29.29 487.46 0

0.02 2 0.00886 0.15 0.86

0.02 1 0.02 0.28 0.6
0.04 2 0.02 0.35 0.70
2.64 44 0.06
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Anexo 7. Caracterizacién quimica de los suelos de los suelos riego y sequia sin

inoculacién bacteriana (media + SE). Las letras a y b indican diferencias

significativas (prueba T o equivalente no paramétrico, p < 0,05). Letras iguales

indican que no existen diferencias entre ambos suelos (prueba T o equivalente no

paramétrico, p > 0,05).

Propiedades Riego Sequia
quimicas del suelo

pH al agua 5,47+0,92 5,38+0,9?
Materia orgénica (%) 33,715,42 36,4+1,212
Nitratos (N-NO3) (mg  4,8+0,32 4,05+0,42
kg %)

Amonio (N-NH4) (mg 0,5+0,12 0,3+02
kg 1)

Nitrogeno disponible  5,3+0,32 4,354+0,452
(mg kg )

Fosforo Olsen (mg 96,141,452 100+2,052
kg %)

K disponible (mg 45444742 487440,22
kg 1)

K intercambiable 1,16+0,132  1,2540,072
(cmol kg )

Ca intercambiable 10,640,732 11+0,082

(cmol kg 1)
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Mg intercambiable 20,2+1,772
(cmol kg 1)
Na intercambiable 0,805+0,072
(cmol kg 1)

Suma de bases (cmol 32,7+2,442

kg™t
Intercambio Al (cmol 0,04+0,022
kg 1)
CICE (cmol kg 1) 32,8+2,462

Saturacion de Al (%) 0,115+0,052
Saturacion de K (%) 3,610,642

Saturacion de Ca (%) 32,3+0,192
Saturacion de Mg (%) 61,6+0,772

S disponible (mg/kg) 25,2+3,12

Fe (mg kg 1) 72414362
Mn (mg kg 1) 26,2+5,82
Zn (mg kg 1) 10+02
Cu(mgkg 9 2,840,12
B (mg kg 1) 3,75+0,052

20,1+0,172

0,905+0,072

33,3+0,252

0,065+0,012

33,410,244
0,21+0,0252
3,74+0,192
33,240,01°
60,110,062
25+3,42
592+60?
43,6+1,6
10.2+0,22
2,5540,05%

3,8+£0,52
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