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INTRODUCCION

Las rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR) son bacterias beneficiosas
que tienen la capacidad de colonizar las raices de las plantas, promover su crecimiento y
actuar como antagonistas de patégenos. Las vias por las cuales las bacterias ejercen su
accién son diversas, siendo la sintesis de metabolitos secundarios una de las mas
importantes (Ferraris y Couretot 2014, Chen y col., 2007). En trigo, las especies mas
utiizadas como PGPRs son Azospirillum brasilense, Pseudomonas fluorescens y P.
chlororaphis (Ferraris y Faggioli, 2013). Este uso se ha realizado con un gran
desconocimiento de la respuesta de los cultivos, tanto frente a las distintas practicas
agronomicas como frente a las condiciones ambientales a las que son expuestos, lo que
limita el desarrollo de estrategias y herramientas que mejoren las condiciones de cultivo,
para incrementar su produccion. Dentro de los PGPRs, los géneros mas estudiados son
Bacillus, Azospirillum y Pseudomonas, sin embargo, los Bacillus, por ser formadores de
esporas, tienen mayor viabilidad en el tiempo, siendo los elegidos para formular productos
comerciales (Chen y col., 2007, Kloepper y col., 2004).

El trigo (Triticum aestivum) se encuentra en segundo lugar, detras del maiz, entre los
cereales producidos en nuestro pais. Debido a que su rendimiento se ve afectado por
causas ambientales, se han desarrollado diferentes practicas agronémicas para mantener
los rindes de cultivo, pero como consecuencia de esto se ha producido un notable
incremento en el uso de agroquimicos, lo que constituye, actualmente, un problema que
demanda solucion. Por ello, se requiere desarrollar productos de menor impacto
medioambiental, como ser los formulados a base de curasemillas biolégicos y/o promotores
de crecimiento.

OBJETIVOS

Evaluar la capacidad promotora de crecimiento de los nuevos aislados de Bacillus en trigo.

Estudiar la capacidad de biocontrol sobre hongos fitopatégenos de las cepas de Bacillus al
ser utilizadas para inocular las semillas de trigo.

METODOLOGIA
Material vegetal, cepas utilizadas y condiciones de crecimiento.

Se utilizaron semillas de trigo Tauro del semillero Klein. Las plantas, tanto en los ensayos en
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vasos como en placas de Petri, fueron cultivadas en camara de crecimiento a 23°C con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, y con riego diario a saturacion.

Las inoculaciones se realizaron con las siguientes cepas, aisladas a partir de dos lotes de
produccion de trigo (Casal y col, 2018): RNF_12.2177, RNF_5.4130, RNF_7.2124,
RNF_12.356, cepa de Bacillus velezensis, cepa de B. Megaterium, y B. Safensis S9,
correspondientes a los tratamientos 1, 2, 3, 4, 5, 6, y 7, respectivamente. En todos los
casos, se realizaron cultivos overnight de los aislados en medio papa-dextrosa, a 28°C, en
agitacion.

Estudio de la capacidad promotora de crecimiento.

Para evaluar la capacidad promotora de crecimiento de los aislados bacterianos, se
realizaron ensayos en vasos plasticos perforados con una mezcla 1:1 de arena y vermiculita
como sustrato. En cada vaso se sembraron 3 semillas, y se utilizaron 6 vasos por
tratamiento. Las inoculaciones se realizaron tratando las semillas durante 5 minutos con una
suspension de las cepas 2, 3, 5 y 6 diluidas a una DO=1. De la misma forma se procesaron
los vasos control, en el cual las semillas fueron inoculadas con una dilucion de similar
proporcion del medio de cultivo. Luego de 15 dias se determind la altura de la parte aérea, el
peso fresco y el peso seco de parte aérea y de la raiz, y el indice de verdor mediante SPAD,
y se obtuvieron el largo total y el diametro promedio de la raiz mediante WinRHIZO.
Ademas, se realizé un ensayo en suelo. Para la inoculacion, se procedié como se describe
anteriormente, utilizando las cepas 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7. La siembra se llevd a cabo en una
parcela de 4 m por 4 m, subdividida en 9 parcelas de 1 m? cada una. Los tratamientos
fueron distribuidos al azar, alrededor del tratamiento control (semillas sumergidas en medio
papa-dextrosa), que fue ubicado en el centro de la parcela. Para cada tratamiento, se
sembraron 50 semillas por linea, en 5 lineas, separadas por una distancia de 17 cm. Se hizo
el seguimiento del crecimiento del cultivo midiendo el nimero de hojas, macollos y de
espigas por planta, y se analizé el indice de verdor utilizando SPAD.

Estudio de la capacidad de biocontrol.

Con el objetivo de evaluar la capacidad de defensa de las semillas de trigo inoculadas con
los aislados bacterianos contra Fusarium graminearum y contra hongos de almacenamiento,
se realizaron ensayos en placas de Petri. Las inoculaciones se realizaron de la misma
manera que en los ensayos anteriores, utilizando las cepas 2, 3, 5 y 6. Se colocaron 12
semillas en cada placa, las cuales contenian medio agar papa-dextrosa. Un grupo fue
desafiado con F. graminearum mediante la siembra de una suspension de conidios en el
centro de la placa, ajustada a 1x107 conidios/ml, mientras que el otro grupo no fue
enfrentado a ningun hongo fitopatégeno. En ambos casos, se realizaron controles en
idénticas condiciones, utilizando semillas inoculadas con una dilucién del medio de cultivo.
Cada tratamiento se procesd por cuadruplicado. Transcurridos 7 dias de incubacion, se
registré la infeccion de las semillas con F. graminearum y el desarrollo de hongos de
almacenamiento presentes en las mismas.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES
Estudio de la capacidad promotora de crecimiento.

De las variables medidas en los ensayos en vasos, se detallan en la Figura 1 los resultados
obtenidos de: largo total de la raiz, peso seco de la raiz y largo de la parte aérea. Ademas,
en la Figura 2 se muestran fotografias representativas de las plantas de trigo.

Con respecto al ensayo en tierra, como se puede observar en la Figura 3, tres de las cepas
ensayadas (2, 3 y 6) dieron lugar a plantas con un numero mayor de hojas con respecto a
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Largo total de la raiz (cm)

las plantas que recibieron el tratamiento control (4,79 £ 0,10; 4,50 £ 0,12; 4,57 £ 0,09, vs
4,16 = 0,11, respectivamente, p <0,05, Kruskal Wallis, media + EE). A su vez, las plantas
tratadas con las cepas 2 y 3 presentaron un mayor numero de macollos que las plantas
control (1,53 + 0,10; 1,46 + 0,12, vs 1,00 £ 0,11, respectivamente, p < 0,05, Kruskal Wallis,
media + EE).
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Figura 1. Resultados de las mediciones del largo total de la raiz (A), peso seco de la raiz (B) y peso
seco de la parte aérea (C) en los ensayos en vasos.

Figura 2. Plantas de trigo correspondientes a cada tratamiento.
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Figura 3. Resultados de la determinacién del nimero de macollos (A) y del nimero de hojas (B) en el
ensayo en tierra. * mayor al grupo control, p < 0,05.
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Estudio de la capacidad de biocontrol.

En los ensayos realizados en placa, se observd, por un lado, un menor desarrollo de hongos
de almacenamiento en las semillas inoculadas respecto al control, y por el otro, que las
semillas inoculadas no fueron infectadas por F. graminearum en algunos casos, y en otros,
aunque el hongo entré en contacto con las semillas, no afecté a la germinacién de las
mismas, mientras que si lo hizo en las placas control. Estos resultados, resumidos en la
Tabla 1, sugieren que las cepas ensayadas contribuyen a los mecanismos de defensa
contra patégenos de las plantas. En la Figura 4 se muestran imagenes representativas de
los resultados obtenidos al desafiar con F. graminearum a las semillas inoculadas.

Tabla 1. Resultados de los ensayos de biocontrol. El signo + indica que las semillas no fueron
afectadas por los hongos, mientras que el signo - indica lo contrario.

Tratamiento Cepa 2 Cepa 3 Cepa 5 Cepa 6 Control
5 F. Graminearum + + + + -
2
8 Hongos de
2 90s d - - + + -
m almacenamiento

Figura 4. Representacién de los resultados obtenidos en los ensayos en placa.

Los resultados obtenidos sugieren que las cepas ensayadas poseen potencial capacidad
tanto como promotores de crecimiento como de biocontrol.
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