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1.1. Control biológico 

 

 A partir de la segunda mitad del siglo ΧΧ, el conocimiento adquirido sobre la presencia de 

patógenos, de la ecología, y de la distribución de las comunidades microbianas nativas del 

suelo, se inició el desarrollo de una disciplina denominada Control Biológico de Patógenos 

de las Plantas. 

La consecuente reducción de los síntomas de las enfermedades era debida, entre otras 

causas, a la presencia de microorganismos con características particulares (Hointink et al., 

1997). Se comenzaron entonces a describir una gran variedad de microorganismos no 

patógenos, que interferían en la biología de otros microorganismos patógenos de las 

plantas, siendo así susceptibles de ser usados como elementos biológicos de control de la 

enfermedad, denominándose agentes de biocontrol. 

Baker y Cook (1974), definen el control biológico como la estrategia de control de 

enfermedades de las plantas, en la cual hay una disminución de la densidad  o de las 

actividades de uno o más patógenos que producen una enfermedad, en forma natural o a 

través de la manipulación del medio ambiente, del hospedador o del antagonista, o por la 

introducción de uno o más antagonistas. 

Una de las grandes ventajas del control biológico, es que con frecuencia los agentes de 

biocontrol están dotados de propiedades similares al patógeno, como son la multiplicación  

y la dispersión.  

El control biológico funciona naturalmente, es decir, en la naturaleza existe una interacción 

continua entre los potenciales patógenos y sus antagonistas, de forma tal que estos últimos 

contribuyen a que no se desarrolle una determinada enfermedad (Cook y Baker, 1983). En 

condiciones naturales, los microorganismos están en un equilibrio dinámico en la superficie 

de las plantas. La disminución de la flora de competencia por las prácticas agrícolas, por la  

aplicación de fungicidas y por la  desinfección de los suelos, entre otras, favorecen el 

crecimiento de organismos potencialmente patógenos (Rollan et al., 1998).  

El control biológico puede convertirse en un componente importante en las prácticas del 

manejo de las enfermedades de las  plantas. La demanda de alternativas al control químico 

de los patógenos de las plantas se ha incrementado, debido a la preocupación sobre la 

seguridad y los impactos medioambientales de los agentes químicos (Jensen et al., 1996). 

Según Harman y Lumsden, (1990) dos propósitos generales deberían desarrollarse con la 

finalidad  que el control biológico sea más efectivo y menos variable que el químico y, de 

este modo, alcanzar un nivel de eficacia aceptable: 

 

1- Utilización de cepas genéticamente superiores (obtenidas por selección o por 

manipulación genética). 

 

2- Desarrollo de sistemas de soporte y distribución (que proveen un sistema 

conductivo para los bioprotectores en relación a minimizar las actividades 

competitivas con la microflora establecida). 

         

 La introducción masiva de microorganismos antagónicos al suelo con el objeto de inactivar 

propágulos de los agentes causantes de enfermedades,  intenta reducir o suprimir la 

infección por estos. En su acción, el agente antagonista podría provocar una rápida 

colonización y/o competir por los exudados orgánicos del sistema radical. Por otra parte, la 

acción antagonista podría darse por la capacidad de sintetizar sustancias antibióticas o la 
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posibilidad de parasitar al agente infeccioso o por una combinación de ambos. Tal es el 

caso de la aplicación de un bioprotector como tratamiento de semillas, donde los agentes 

antagónicos podrán crecer sobre la semilla, transferirse a raíces emergentes y si la genética 

del microorganismo es apropiada, colonizar y proteger en forma integrada todas las 

porciones subterráneas de la planta. 

Además, algunos microorganismos pueden actuar simplemente favoreciendo el desarrollo 

de las plantas, obteniendo de esta manera cultivos sanos y vigorosos. Tal es el caso de las 

ectomicorrizas y de las micorrizas vesiculo-arbusculares (MVA), las cuales representan una 

barrera física que impide el contacto del patógeno con la epidermis del tejido vegetal o 

simplemente compiten por la captación del fósforo. 

Incluso se ha observado,  que a medida que la actividad microbiana  incrementa en el suelo, 

algunos microorganismos antagonistas estimulan la producción de enzimas defensivas en el 

huésped. De esta forma, la inducción de resistencia o la sensibilización del tejido vegetal, 

activan mecanismos defensivos de pronta respuesta en las plantas (Baker y Cook, 1974). 

La actividad biológica de los suelos puede verse incrementada por la acción directa del 

compost o de abonos verdes, siendo observada una intensa actividad biológica en 

experiencias con enmiendas a base de residuos de leguminosas, debido a su alto contenido 

en nitrógeno, carbono y vitaminas (Palti, 1981). 

Los microorganismos candidatos para ejercer el biocontrol se encuentran en la rizósfera. 

Un gran número de organismos macroscópicos y microorganismos tales como bacterias, 

hongos, protozoos y algas coexisten en la rizósfera. Siendo las bacterias las más 

abundantes, por ello es muy probable que ellas influyan en la fisiología de la planta 

(Antoun et al., 2001).  

Las interacciones entre los microorganismos del suelo y las raíces satisfacen los 

requerimientos nutricionales básicos para los vegetales y las comunidades microbianas 

asociadas a ellas (Brown, 1974; Bowen y Rovira, 1976; Lynch, 1976, 1982 a, 1982 b; 

Balandreau, 1978; Dommergues y Krupa, 1978; Newman, 1978; Harley y Russell, 1979; 

Bowen, 1980). Dichas interacciones se basan principalmente en la modificación interactiva 

del ambiente del suelo por procesos como: captación de agua por la planta, liberación de 

compuestos orgánicos al suelo por las raíces, producción microbiana de factores de 

crecimiento de vegetales, y captura de nutrientes minerales por parte de los 

microorganismos.  

En la rizósfera, las raíces de las plantas tienen una influencia directa en la composición y en 

la densidad de la microbiota del suelo; es lo que se conoce como efecto rizosférico, en ella 

hay mayor proporción de bacilos gram negativos y una menor proporción de bacilos y 

cocos gram positivos, así como de formas pleiomórficas, que en el suelo, que carece de 

raíces (Rovira y Campbell, 1974; Woldendorp, 1978). 

La diversidad bacteriana se define en términos taxonómicos, genéticos y de diversidad 

funcional. En la rizósfera, la versatilidad metabólica de la población bacteriana (diversidad 

funcional) se basa en su variabilidad genética y en las posibles interacciones con otros 

organismos procariotas y eucariotas tales como las plantas.  

Las variaciones en las poblaciones por el espacio y el tiempo y su especialización en nichos 

ecológicos, son dos factores importantes en la rizósfera. El funcionamiento de las 

comunidades microbianas del suelo se basa en como las diversas especies aprovechan 

eficientemente los recursos, y que esto se pueda mantener bajo las condiciones de cambios 

(Ekschmitt  y Griffiths, 1998). 
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En la rizósfera, los cambios en algunos de los componentes pueden afectar al sistema 

completo o parte de este. El estado del sistema depende de cambios o variables tales como 

la edad de la planta, el área radical, la baja disponibilidad de nutrientes, la humedad, la 

temperatura y  la nutrición de la planta (Curl  y Truelove, 1986; Whipps, 1990). 

La colonización de las raíces por parte de las bacterias es el primer paso, que es el 

fundamental en la interacción planta-microorganismo, y la capacidad de una bacteria de 

alterar la fisiología de la planta dependerá de su capacidad para establecerse en la rizósfera 

(Simons et al., 1996). Los  estudios sobre la colonización microbiana de las raíces, indican 

que las bacterias se distribuyen irregularmente en el rizoplano en función del tipo de planta, 

del suelo y de las especies de microorganismos (Asanuma et al., 1979). En un segundo 

paso, los agentes de biocontrol ponen en funcionamiento los mecanismos necesarios para 

sobrevivir en el ecosistema en el  que han ingresado, lo cual dependerá de la habilidad 

competitiva frente a la microflora nativa ya existente (Howie et al., 1987). El genotipo de la 

planta influye en la cantidad y composición de la microflora de la rizósfera, posiblemente a 

través de exudados radicales. Se ha comprobado que las características de los exudados de 

las plantas pueden influir en la capacidad de colonización y de crecimiento de los agentes 

de biocontrol (Jackson y Taylor, 1996). 

Los factores edáficos que inciden en el crecimiento de las plantas se pueden agrupar en: 

factores abióticos, que engloban las características fisicoquímicas del suelo, y factores 

bióticos que abarcan los microorganismos rizosféricos, simbióticos o de vida libre, 

beneficiosos, neutros o perjudiciales. 

 

1.1.a. Factores abióticos 
 

En este grupo se encuentran: las características fisicoquímicas del suelo, el pH, la 

concentración de O2 y CO2, la concentración de nutrientes y la estructura del suelo. 

Las características físicas y químicas de los agregados orgánicos y minerales que 

constituyen el suelo son factores que influyen en el desarrollo radicular y en su capacidad 

de exudación, ya que determinan parámetros como la porosidad y, por lo tanto, la aireación, 

el potencial hídrico, la transferencia de calor, la disponibilidad de nutrientes y el pH (Curl y 

Truelove, 1986; Lynch, 1990). Además, la textura del suelo está íntimamente relacionada 

con la nutrición vegetal, ya que los cationes retenidos por el complejo adsorbente 

constituyen la fuente principal de nutrientes para la alimentación mineral de las plantas 

(Duchaufour, 1976). 

El nitrógeno incrementa la superficie radical, efecto especialmente acusado cuando la 

fuente de nitrógeno es amonio (Marschner, 1986). Al suplementar nutrientes de forma 

localizada en el sistema radical, se ha comprobado que sólo la zona afectada, y no todo el 

sistema radical, responde al suplemento. En maíz, se ha visto como el floema libera 

productos de la fotosíntesis solo en la zona donde se suplementa con nitrato (Thoms y 

Sattelmachers, 1990) y también aumenta la respiración radical en esa zona (Granato y 

Raper, 1989). 

El fósforo también afecta al desarrollo radical. Su deficiencia provoca en ciertas plantas la 

formación de manojos radicales en ciertas raíces laterales denominados ¨proteoid root¨, que 

son zonas con una alta tasa respiratoria y, por lo tanto, con una gran demanda de oxígeno 

(Vorster y Jooste, 1986). 
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Además, a estas zonas se les atribuye una elevada tasa de exudación, especialmente de 

ácido cítrico, que parece estar implicado en la mejora nutricional de fósforo en plantas que 

viven en ambientes deficitarios en este nutriente (Johnson et al., 1996).  

El pH es un factor muy importante en el desarrollo radical, sobre todo por debajo de 5 y por 

encima de 7,5. Por encima de este valor, se inhibe el crecimiento radical, hecho que suele 

estar mediado por la  presencia de amoníaco. Valores de pH inferiores a 5 también inhiben 

el crecimiento radical; en este caso, se produce un deterioro  en las bombas de protones 

(Schubert  et al., 1990 b) y un aumento en las concentraciones de aluminio que suelen 

aparecer en los suelos, siendo este catión tóxico para el desarrollo radical (Blamey et al., 

1991). 

Las concentraciones de O2 y CO2 varían de un suelo a otro, e incluso dentro del mismo 

suelo, dependiendo de la temperatura, de la humedad (Yamaguchi et al., 1991), el 

contenido de matería orgánica (Abrosimova y Revut, 1964), la  profundidad del suelo 

(Wood et al., 1993) y el tipo de cultivo (Buyanovsky y Wagner, 1983). La influencia de las 

rizobacterias sobre la planta, depende en gran medida, de que  éstas encuentren óptimos de 

crecimiento en el medio donde se desarrollan. De este modo, las variaciones en la 

concentración de estos gases afectarán al crecimiento de las poblaciones microbianas y a su 

capacidad de biocontrol (Kim et al., 1996), por ejemplo, Pseudomonas fluorescens sintetiza 

menos sideróforos cuando las concentraciones de CO2 son altas (Kim y Misaghi, 1996). 

 

1.1.b. Factores bióticos 

 

El factor biótico está constituido por los microorganismos edáficos, principalmente hongos 

y bacterias; éstas últimas más abundantes, que pueden ser simbióticas o de vida libre. Aún 

siendo de vida libre, los microorganismos que se desarrollan en el sistema  rizosférico están 

íntimamente relacionados con el sistema radical, dada la dependencia energética que se 

establece, debido a que estos microorganismos se desarrollan cubriendo parcialmente la 

superficie radical o muy próximos a ella. 

Por lo tanto, los metabolitos microbianos interfieren con el metabolismo de la planta y 

pueden causar respuestas fisiológicas inmediatas y de magnitud considerable. 

La interacción entre las bacterias y las raíces puede ser beneficiosa, perjudicial o neutra 

para la planta y, en ocasiones, el efecto de una bacteria determinada varía según las 

condiciones del suelo (Lynch, 1990). 

Dada la trascendencia del factor biótico y los  efectos variados que pueden ejercer, se 

separa hongos de bacterias, agrupando estas últimas según tengan efecto negativos (DRBs) 

o positivo (simbiótica o de vida libre, PGPRs). 

En cuanto a las bacterias de vida libre que ejercen un efecto negativo sobre la planta, 

conocidas como bacterias deletéreas (DRBs), coexisten con otras rizobacterias que pueden 

ser neutras o beneficiosas para la planta (Gutiérrez Mañero et al., 1996). Estas bacterias 

reducen el crecimiento de la planta causando daño en los tejidos radicales, o bien 

produciendo metabolitos tóxicos que inhiben el crecimiento y el desarrollo del sistema 

radical (Brian et al., 1951; Sarathchandra et al., 1996); no obstante, pueden actuar sin 

ocasionar síntomas visibles, de forma que sea difícil detectar su presencia (Fredrickson y 

Elliot, 1985 a; Bakker y Schippers, 1987; Schippers et al., 1987).  

Las relaciones simbióticas más estudiadas corresponden a Rhizobium-Bradhyrhizobium-

Azorhizobium-Sinorhizobium con leguminosas, y a Frankia con angiospermas no 

leguminosas. 
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El desarrollo de la simbiosis requiere de señales moleculares entre rizobios y las células de 

la planta. Los polisacáridos superficiales característicos de rizobios, particularmente 

exopolisacáridos y lipopolisacaridos, parecen estar implicados en la simbiosis con distintas 

leguminosas (Gray y Rolfe, 1990; Leigh y Coplin, 1992). 

Por último, las bacterias edáficas de vida libre con un efecto beneficioso sobre la planta, se 

conocen como bacterias promotoras del crecimiento vegetal o por su acrónimo PGPRs. 

Estas bacterias ejercen su efecto por dos vías, directa o indirecta, y cada una de ellas se 

puede desarrollar de diferentes formas, pudiendo una misma cepa utilizar más de un 

mecanismo de acción. Además, como ya se comentó anteriormente, para que las PGPRs 

ejerzan su efecto es requisito indispensable que exista un cierto grado de colonización 

radical. Dada la relevancia de todos estos puntos se describen a continuación en otro 

apartado. 

     

1.2. Rizobacterias Promotoras del Crecimiento (PGPRs) 

 

 El termino Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal o PGPR (del inglés: Plant 

Growth-Promoting Rizobacterias) fue empleado por primera vez en 1978 por Kloepper y 

Schroth, para describir un grupos de bacterias rizosféricas (o Rizobacterias) que eran 

capaces de colonizar el sistema radical de la planta y promover el crecimiento vegetal y las 

subclasificaron por su mecanismo de acción como: directos; aquellos metabolitos 

bacterianos que se usan como reguladores del crecimiento o sus precursores y los 

indirectos: aquellos metabolitos que están involucrados en el control biológico, 

determinantes antagonísticos o  que  inhiben a los microorganismos que le causan daño a 

las plantas por medio de antibióticos, sideróforos, enzimas líticas o inducción en la planta 

de resistencia sistémica (Jiménez-Delgadillo et al., 2001). 

El termino PGPR no incluye aquellas bacterias que actúan como agentes de biocontrol en la 

filósfera  (Bashan y Holguin, 1998) ni a los patógenos intracelulares de nematodos 

(Siddiqui y Mahomood, 1999). La escasa nomenclatura para estos últimos grupos y la 

caracterización de pocas bacterias promotoras del crecimiento de la planta (BPCP) que no 

pertenecían a ningún grupo previamente definido inducía confusión en la clasificación y 

terminología. Bashan y Holguin (1998), proponen que el término PGPR debería 

actualizarse, ya que muchas de las bacterias que ejercen efectos positivos en las plantas 

pueden desarrollarse fuera del sistema rizosférico, y por lo tanto el término es restrictivo. 

Dada la enorme expansión en el estudio de estas bacterias, actualmente se propone la 

separación en dos grupos, las PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria, Bacterias 

Promotoras del Crecimiento de las Plantas), que afectan estrictamente el crecimiento 

vegetal, y las ¨biocontrol-PGPB¨, cuando se refiere a bacterias que controlan fitopatógenos, 

ya sea produciendo sustancias inhibitorias o incrementado la resistencia natural de la 

planta. 

Gray y Smith (2005), subdividen a las PGPR en dos categorías: extracelular PGPR (e-

PGPR) e intracelular PGPR  (i-PGPR). 

Las  e-PGPR, incluyen a las bacterias que existen en la rizósfera, en el rizoplano o en los 

espacios entre las células de la corteza de la raíz, estimulando el crecimiento de la planta 

por la producción de fitohormonas,  aumentando la resistencia de la planta a enfermedades 

o incrementando la movilización de los nutrientes del suelo. Para Picard y Bosco (2005), 

las e-PGPR representan las interacciones planta-microorganismo más frecuentes en las 

plantas sanas.  
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Las i-PGPR son aquellas bacterias que están dentro de las células de la raíz, generalmente 

en estructuras nodulares especializadas donde fijan nitrógeno. Estas i-PGPR son también 

conocidas como rhizobias, un nombre que deriva del genero Rhizobium (Zakhia y de 

Lajudie, 2006) y referido a las bacterias que inducen nódulos en leguminosas y fijan 

nitrógeno atmosférico en simbiosis con ellas. 

De cualquier modo, para las bacterias que muestran  también esta habilidad  y no 

pertenecen al género Rhizobium, se propuso el termino legume-nodulating bacteria (LNB) 

(Zakhia y de Lajudie, 2006). No obstante, en el presente trabajo se mantiene el término 

PGPRs en un sentido general, tanto para designar a aquellas bacterias que incrementan el 

crecimiento y productividad de la planta, como para aquellas que controlan a algunos 

fitopatógenos, presentes en la rizósfera o fuera de ella. 

  

1.3. Mecanismos de biocontrol 

 

1.3.a. Mecanismos directos 
 

Son aquellos en los que el metabolito producido por la bacteria es capaz de estimular el 

crecimiento vegetal, y por lo tanto, ocurre independientemente del resto de la población 

microbiana edáfica (Kloepper., 1992), e incluso independientemente del soporte edáfico, es 

decir, no ejerce su efecto por la modificación del sustrato. De forma resumida los 

mecanismos de acción directa se muestran en la tabla 1. 

 
          

Mecanismo                                                    Efecto 

Fijación de nitrógeno asociada a la raíz                    Biomasa y contenido en nitrógeno 

Producción de hormonas (auxinas,                           Biomasa (parte aérea y radical) 

citoquininas, giberelinas)                                          ramificación de raíces, floración 

Inhibición de síntesis de etileno                                Longitud radical 

Aumento de la permeabilidad de raíz                       Biomasa y captación de nutrientes 

 

Tabla 1. Mecanismos de acción directa de las PGPRs (Modificado de Chanway, 1997) 

 
1.3.a.I. Producción de sideróforos  

 

El hierro  es el micronutriente requerido en mayor cantidad para el crecimiento vegetal. 

Está involucrado en la síntesis de las clorofilas, y participa de un buen número de sistemas 

enzimáticos importantes para el metabolismo de las plantas. Su deficiencia se denomina 

clorosis férrica y se caracteriza, de forma visual, por un amarilleamiento intervenal de las 

hojas jóvenes. Como consecuencia de la clorosis férrica, las plantas se desarrollan de 

manera deficiente, con poco vigor y una baja producción. 

Bajo condiciones limitadas de hierro, las bacterias liberan al medio compuestos quelantes 

de bajo peso molecular (entre 400 a 1000 Da) denominados sideróforos, los cuales tienen 

afinidad por el ión férrico, que es la forma predominante de dicho metal en la naturaleza. 

Como el ion férrico (Fe
+
³) es muy poco soluble (alrededor de 10

-18  
M a pH 7,4), y por lo 

tanto no puede ser asimilado, la función de los sideróforos es unirse a él y transportarlo al 

interior celular, en donde se transformara en ion ferroso (Fe
+2

) y de esta forma se hará 

disponible para la bacteria (Neilands y Leong, 1986; Briat, 1992). 
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El beneficio que presenta para las plantas, es que estas moléculas de sideróforos se unen al 

ion férrico (Fe
+3

) disponible en la rizósfera y como resultado evitan que los patógenos 

cercanos puedan proliferar a causa de la falta de hierro. La bacteria que originalmente 

sintetiza el sideróforo posee un receptor específico para el complejo hierro-sideróforo que 

se encuentra en el exterior de la membrana celular. A diferencia de los fitopatógenos 

microbianos, las plantas generalmente  no se ven perjudicadas por la falta de hierro causada 

por las PGPR. La mayoría de ellas pueden crecer a concentraciones de hierro mucho más 

bajas, alrededor de 1000 veces menos que los microorganismos (O´ Sullivan y O’Gara, 

1992). 

La capacidad de los sideróforos para actuar como supresores de patógenos depende de la 

planta, del fitopatógeno a eliminar, de la composición del suelo, de la bacteria PGPR y de 

la afinidad del sideróforo por el hierro (Glick, 1995). 

Además, numerosas plantas son capaces de utilizar los complejos hierro-sideróforo 

provenientes de la bacterias como una forma de obtener hierro desde el suelo, si bien es el 

mecanismo de biocontrol ejercido por estas moléculas el de mayor importancia. 

Casi todas las bacterias aerobias y anaerobias facultativas producen sideróforos, difiriendo 

en la eficiencia de producción. Las especies pertenecientes al grupo de Pseudomonas 

fluorescens producen sideróforos verdes-amarillentos, fluorescentes, solubles en agua, 

como la pioverdina, la que presenta alta afinidad con el Fe
+3

 y transporta este elemento al 

interior de las células. De esa manera, los microorganismos fijan Fe
+3

, tornándolo menos 

disponible para aquellos incapaces de producir agentes similares de transporte de hierro o 

con una producción comparativamente menor (Buysens et al., 1996). 

Diversos estudios han demostrado el rol del sideróforo pioverdina, producido por muchas 

especies de  Pseudomonas, en el control de fitopatógenos como  Phytium spp. y Fusarium 

spp., comparando los efectos de la pioverdina purificada con quelantes de hierro sintéticos 

o a través del uso de mutantes deficientes en este sideróforo (Loper y Buyer, 1991; Duijff  

et al., 1993). Las especies del género Pseudomonas también producen otros sideróforos 

como la piocianina y su precursor, el ácido salicílico. La piocianina tiene una acción 

protectora en plantas de tomates contra Phytium spp. Sin embargo, los sideróforos no 

siempre están implicados en el control de enfermedades. La dinámica en la competición por 

el hierro en la rizósfera es muy compleja, por ejemplo, algunos sideróforos solo pueden ser 

utilizados por la bacteria que lo produjo, mientras que otras veces pueden ser utilizados por 

diferentes bacterias. 

Distintos factores ambientales también pueden influir sobre la cantidad de sideróforos 

producidos. Se conoce además que la pioverdina y el ácido salicílico pueden actuar como 

elicitores para inducir resistencia sistémica contra fitopatógenos en algunas plantas 

(Métraux et al., 1990). 

Se han realizado algunos estudios para comprobar si el efecto supresor es causado por la 

producción de sideróforos y/o antibióticos (Kloepper et al., 1980). Ellos demostraron en 

experimentos controlados, que la adición de hierro en forma de etileno-diamina tetracetato 

de Fe
+3

 (Fe-EDTA), inhibe la acción antagonista in vitro. Observaron también que el 

sideróforo pseudobactina purificado, de Pseudomonas fluorescens B-10, exhibió actividad 

bacteriostática contra Erwinia carotovora, lo cual no ocurrió con pseudobactina-férrico, 

sideróforo complejado con hierro. 
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1.3.a.II. Fijación del nitrógeno 

 

A partir de los años ochenta aumentó el uso de fertilizantes nitrogenados en los sistemas 

agrícolas. Paralelamente comenzó a plantearse el efecto perjudicial que el exceso de nitrato 

provoca en la salud humana y en el ambiente. 

Es por ello que fue necesario reconsiderar la importancia de los microorganismos que 

logran un balance positivo del nitrógeno en el suelo a partir del proceso de fijación 

biológica, teniendo en cuenta que pueden aportar entre 139 y 170 millones de toneladas de 

nitrógeno a la tierra por año (Hernandez, 1998). 

La Fijación Biológica del Nitrógeno, es un proceso por el cual las plantas se asocian con 

bacterias capaces de transformar el nitrógeno atmosférico en amonio, y de esta manera las 

plantas asimilan el nitrógeno fijado (Evans et al., 1991). La fijación del nitrógeno ocurre 

normalmente como respuesta a concentraciones de amoníaco bajas o limitantes. 

La fijación del  nitrógeno atmosférico depende de la enzima nitrogenasa. Esta es inhibida 

frente a concentraciones altas de oxígeno, y se encuentra en una variedad de 

microorganismos que incluyen diazótrofos de vida libre, como especies de los géneros 

Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas y simbióticas, como Rhizobium y 

Bradyrhizobium. En estos últimos se evidencia la formación de un nuevo órgano que es el 

nódulo radical, sitio donde se lleva a cabo la fijación de nitrógeno (Atlas y Bartha, 2002). 

Los resultados experimentales demuestran que el efecto de algunas cepas de Azospirillum 

sobre su planta hospedadora no es solamente vía fijación de nitrógeno, sino que este efecto 

puede ser debido a un incremento en la asimilación de nitrato. La habilidad natural para 

fijar nitrógeno atmosférico puede contribuir al nitrógeno de la planta unido a la actividad de 

la nitrato reductasa (Bashan y Levanony, 1990). 

 

1.3.a.III. Solubilización de fosfatos 
 

Luego del nitrógeno, el fósforo (P), es el nutriente más limitante para el crecimiento de las 

plantas a pesar de ser abundante en los suelos. Según Goldstein et al. (1993), el fósforo 

acumulado en suelos de uso agrícola, es suficiente para abastecer cultivos de máximos 

rendimientos por 100 años. Muchos suelos tienen deficiencias de P porque la concentración 

de P libre disponible para las plantas, incluso en suelos fértiles no es mayor a 10μM. Estos 

bajos niveles de P se deben a su alta reacción con el Ca, Fe y Al que causan su 

precipitación. 

Debido a la relativa inmovilidad del fosfato y la concentración extremadamente baja de 

éste, disuelto en el suelo, numerosos aportes de fertilizantes fosforados son aplicados a los 

suelos por cultivar; esto lleva a una acumulación de grandes cantidades de fósforo total en 

el suelo, del cual el 20-80% está en forma orgánica (Richardson, 1994). 

Algunos investigadores, han encontrado que diferentes microorganismos pueden solubilizar 

formas no disponibles de fósforo y convertirlas en asimilables por las plantas (Asea et al., 

1988). Bacterias, actinomicetos y hongos pueden disolver in vitro fosfatos insolubles en 

cantidades superiores a sus demandas nutricionales (Alexander, 1977). En la solubilización 

de los fosfatos hay formación de quelatos de calcio, hierro y aluminio con los ácidos 

orgánicos (láctico, glucólico, cítrico, maleíco, y otros) producidos por el metabolismo 

microbiano (Sperber, 1958).  

El aprovechamiento de este fósforo depende en su mayoría de la actividad microbiana. La 

inoculación de plantas con microorganismos solubilizadores de fosfato, frecuentemente 
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estimula el crecimiento vegetal, por incremento de la absorción de este nutriente (Chabot et 

al., 1993; Kucey et al., 1989). Los microorganismos de la rizósfera aumentan la 

disponibilidad del fósforo mediante la solubilización, que de otro modo no estaría 

disponible para las plantas. Las plantas asociadas a microorganismos muestran mayores 

tasas de captación de dicho elemento que si crecen en suelos estériles (Campbell y Rovira, 

1985).  
 Las bacterias solubilizadoras de fosfatos pueden interactuar con las micorrizas arbusculares 

con efecto sinérgico, lo que permite un mejor aprovechamiento del fósforo del suelo por las 

plantas (Villegas y Fortín, 2001; Babana y Antoun, 2006). 

Las bacterias de diferentes géneros, tales como Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,                                                                                            

Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium 

y Erwinia, son capaces de solubilizar fosfato (Gyaneshwar et al., 2002). 

 

Las bacterias utilizan dos mecanismos para solubilizar fosfato: 

 

1- Solubilizando fosfato orgánico presente en el suelo por medio de 

enzimas fosfatasas que hidrolizan uniones fosfoesteres o fosfoanhidridos 

(proceso conocido como mineralización). 

 

2- Solubilizando fosfatos inorgánicos con ácidos orgánicos, como el ácido 

glucónico, que resulta de la acidificación de las células microbianas y su 

entorno. Como consecuencia el fósforo inorgánico (Pi) puede ser 

liberado del fosfato mineral por la sustitución de Ca
+
² por  H

+
 (Rodríguez 

y Fraga, 1999). 

 

La habilidad de solubilizar complejos Ca-P se atribuye a un descenso del pH debido a la 

liberación de ácidos orgánicos o protones al medio (Gyaneshwar et al., 1998). Los ácidos 

orgánicos pueden disolver directamente el fósforo mineral por un intercambio aniónico de 

PO4H
2-

 o quelando iones Fe y Al asociados a fosfatos. 

En las  bacterias Gram-negativas, la manera más eficiente de solubilizar fósforo resulta de 

la oxidación extracelular de glucosa a ácido glucónico, llevada a cabo por la quinoproteína 

glucosa deshidrogenasa (EC 1.1.1.47) (Liu et al., 1992). 

La habilidad de solubilizar fósforo depende de la fuente carbonada y nitrogenada del 

medio; usando amonio en lugar de nitrato, las bacterias liberan protones al medio para 

compensar el ingreso del amonio, provocando un descenso del pH extracelular. Además, 

los mecanismos de solubilización de fósforo se ven estimulados por la deficiencia de 

fósforo (Goldstein y Liu, 1987). 

 

1.3.a.IV. Producción de fitohormonas 

 

El mecanismo de acción directo de las PGPRs  por excelencia es la producción de 

fitohormonas (Brown, 1974; Tien et al., 1979). Algunas especies de los géneros   

Pseudomonas, Azospirillum y Bacillus  liberan ácido indol-acético (AIA),  giberelinas  o  

citoquininas en la rizósfera de las plantas, ejerciendo un efecto estimulador del crecimiento, 

especialmente cuando está en el estado de plántula (Brown, 1974; Nieto y Frankenberger, 

1989; Lebhum et al., 1994). 



                                                                                                   Introducción 

Página 10 
 

Las PGPR pueden afectar directamente el crecimiento vegetal a través de la producción de 

fitohormonas, entre ellas se encuentran auxinas, citoquinas y giberelinas (lippmann et al., 

1995). Estos compuestos incrementan el número de raíces laterales y de pelos radicales, 

aumentando notablemente la superficie de la raíz, y en consecuencia, favoreciendo una 

mayor absorción de nutrientes (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). 

La auxina deriva del metabolismo del triptófano y su efecto depende de la concentración. 

Las auxinas sintetizadas por la planta y el microorganismo difieren solamente en el camino 

biosintético, dependiendo de la planta y del microorganismo. Más del 80% de las bacterias 

de la rizósfera son capaces de producir auxina. La razón por la que muchas bacterias de la 

rizósfera son capaces de producir auxina es aún desconocida. 

Algunos autores sugieren que estas bacterias tienen un metabolismo relacionado al 

triptófano y que la biosíntesis de auxina es una detoxificación alternativa (Bar  y Okon, 

1992). Otros autores proponen que la auxina tiene alguna función celular, porque una 

relación evidente se ha observado entre la auxina y los niveles de AMP-3´,5´ cíclico 

(AMPc), el cual regula muchos procesos metabólicos (Katsy, 1997). Es que la síntesis de 

auxina promueve el crecimiento vegetal; por lo tanto, hay una mayor exudación y de esta 

manera más nutrientes disponibles para las rizobacterias. Esta hipótesis explica una 

asociación benéfica entre los microorganismos rizosféricos y la planta. La planta controla el 

flujo de energía del sistema, ya que es el productor primario y contribuye con la mayor 

parte de materia orgánica a la rizósfera. La auxina principalmente influye sobre las raíces 

(Salisbury, 1994). La auxina  liberada por las rizobacterias afecta principalmente al sistema 

radical, aumentando el tamaño y el peso, el número y el área superficial en contacto con el 

suelo. Todos estos cambios contribuyen a incrementar la habilidad del suelo para 

intercambiar nutrientes, por lo tanto mejoran la nutrición vegetal y la capacidad de 

desarrollo (Gutiérrez Mañero et al., 1996). Otro importante resultado de la inoculación con 

bacterias productoras de auxina es la formación de raíces adventicias, las cuales derivan del 

sistema radical. La auxina induce al tejido radical para diferenciarse como tejido de la raíz.  

La formación de raíces laterales y adventicias son estimuladas por concentraciones 

elevadas de ácido indol acético (10
-6

-10
-7

M), mientras que la longitud de las raíces 

primarias es estimulada por niveles bajos (10
-9

-10
-12

M) e inhibida por concentraciones altas 

de esta fitohormona (Alvarez et al., 1989; Pilet y Saugy, 1987; Meuwley y Pilet, 1991; 

Peck y Kende, 1995). Por otro lado, concentraciones mayores a 10
-6 

M de AIA, ejercen un 

efecto deletéreo en las plantas, ya que el mismo induce la vía de síntesis del etileno (Peck y 

Kende, 1995). 

La auxina es una de las principales hormonas producidas por Azospirillum, en el cual se 

postuló que existen tres vías biosintéticas para la producción de ácido indol acético (AIA), 

dos de ellas dependientes del triptófano, identificadas como la vía 3- indol- acetamida 

(IAM) y la del ácido 3- indol- pirúvico (IpyA), y una tercera vía hasta el momento no 

identificada, que no utiliza triptófano como precursor. 

Hasta el momento,  Azospirillum es la única bacteria para la cual se ha informado una vía 

de producción de ácido indol acético (AIA) no dependiente de triptófano (Bar  y Okon, 

1995). 

La producción de hormonas tales como las giberelinas o las citoquininas, no está aun bien 

documentada debido al pequeño número de bacterias capaces de producir estos reguladores 

del crecimiento de la planta (Salisbury, 1994; Timmusk  et al., 1999). Hay poca 

información acerca de microorganismos que producen giberelinas,  si bien se conoce que 

existen bacterias simbióticas dentro de los nódulos en plantas leguminosas que fijan 
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nitrógeno (rhizobias) capaces de producir giberelinas, auxinas y citoquininas en  bajas 

concentraciones cuando la planta está formando el nódulo y una alta velocidad de 

duplicación celular (Atzorn et al., 1988). De cualquier modo, la producción de giberelinas 

por PGPR es poco común, solamente para dos cepas está documentado que las producen,  

Bacillus pumilus y Bacillus licheniformis (Gutiérrez Mañero et al., 2001). Estas bacterias se 

aislaron de la rizósfera de Alnus glutinosa y han mostrado una capacidad para producir 

grandes cantidades de giberelinas GA1, GA3, GA4 y GA20  in vitro. Estos tipos de hormonas 

son el más amplio grupo de reguladores en vegetales, incluyendo más de cien moléculas 

diferentes con varios  grados de actividad biológica. La razón por la que producen efecto 

las giberelinas, es que esta hormona puede ser translocada desde la raíz hacia la parte aérea 

de la planta. Los efectos en la parte aérea son notables, y más aun cuando la bacteria 

también produce auxina que estimula el sistema radical, aumentando el suministro de 

nutrientes para descender lo producido en la parte aérea. 

La aplicación exógena de las giberelinas tiene una amplia variedad de respuestas en las 

plantas, y siempre actúan en concentraciones muy bajas. El más llamativo es la inducción 

de la elongación del tallo y floración en variedades genéticamente enanas (Phinney, 1956), 

y en las plantas de día largo (Lang, 1956), evitando también la necesidad de bajas 

temperaturas requeridas en este proceso. El mecanismo por el cual estimulan el crecimiento 

del tallo es  aumentando la elongación y la división celular. La aplicación de giberelinas 

modifica sustancialmente los procesos reproductivos de los vegetales (Pharis y King, 

1985). 

Las citoquininas, son hormonas naturales que estimulan la división celular en tejidos no 

meristemáticos; las mayores concentraciones de citoquininas se encuentran en embriones y 

frutos jóvenes en desarrollo, y ambos sufren una rápida división celular.  La presencia de 

altos niveles de citoquininas, puede facilitar su habilidad de actuar como fuente 

demandante de nutrientes (Mok  y Mok, 2001). Sus efectos en plantas, incluyen la 

estimulación de la germinación de semillas, la estimulación de la formación de frutos sin 

semillas, la ruptura del letargo de semillas, la inducción de la formación de brotes, la 

mejora de la floración, la alteración en el crecimiento de frutos y la ruptura de la 

dominancia apical (Raisman, 2006). 

Está comprobado que las citoquininas inducen la actividad de las amilasas y de las 

proteasas, y la síntesis de tiamina y de auxina. La citoquinina es poco móvil aplicada en 

forma exógena, si se aplica en la yema  actúa en el lugar de la aplicación. La citoquinina 

endógena parece tener transporte polar basipétalo.  Un efecto es producir mayor actividad 

en el ritmo de la mitosis celular, por lo que se le llama hormona de la división celular. El 

otro efecto es el retardo del envejecimiento o senescencia de los órganos y los fenómenos a 

que esta da lugar, como son el amarillamiento y la caída de las hojas (Somers et al., 2005). 

El etileno es otro regulador del crecimiento cuyos niveles cambian las PGPRs, 

consecuentemente afectando los procesos fisiológicos en la planta. El etileno esta 

fundamentalmente relacionado al desarrollo y al sistema de defensa de la planta y está 

también implicado a la respuesta por stress; y a procesos no relacionados al stress, como la 

maduración, el desarrollo de la raíz y la germinación de las semillas.  

Si bien el etileno es importante como un regulador del crecimiento para un desarrollo 

normal de la planta, hay ejemplos en los cuales el etileno no parece tener un rol 

significativo; por ejemplo plantas mutantes que tienen bloqueada la síntesis de etileno 

pueden sobrevivir. La aplicación de inhibidores de la síntesis de etileno en varias especies 
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de plantas, las hace más sensible al ataque por patógenos y stress abiótico (Knoester et al., 

1998).  

En el siglo diecinueve,  el investigador ruso Neljubov dedujo el efecto del etileno en plantas 

utilizando diferentes gases de la combustión (Abeles et al., 1992). Esto es a menudo 

preferible para retardar o reducir la síntesis de etileno, retrasando la maduración y así 

extendiendo la vida de la fruta. Mientras los niveles de etileno decrecen, el sistema radical 

aumenta su desarrollo, con los beneficios ya mencionados. Un interesante método para 

mejorar ciertos procesos fisiológicos de la planta podría ser utilizando PGPR capaces de 

reducir los niveles de etileno en la planta. 

La biosíntesis de etileno comienza en el ciclo de la metionina; una molécula de ácido 

carboxílico-aminociclopropano (ACC) se forma por cada vuelta del ciclo. La enzima 

responsable de la producción del ACC es la ACC sintetasa, regulada por un gran número de 

señales tales como las de auxina, etileno y factores medioambientales. Esta enzima se ha 

purificado y clonado en muchas plantas. El ACC es el substrato para la ACC oxidasa, 

también llamada enzima formadora de etileno (EFE), la cual produce etileno consumiendo 

oxígeno. Esta enzima ha sido también clonada para numerosas especies y pertenece a una 

familia multigénica que produce diferentes tipos de ACC oxidasa dependiendo del órgano 

de la planta y del estado de desarrollo. 

El modelo propuesto para la regulación de etileno en la planta por PGPR se basa en la 

habilidad de algunas bacterias para degradar el ACC, el precursor directo del etileno (Glick 

et al., 1998). Parece que aquellas cepas capaces de crecer con ACC como única fuente de 

nitrógeno tienen la enzima ACC desaminasa (Glick et al., 1995) y suelen ser promotoras 

del crecimiento. Se ha demostrado, que Pseudomonas pútida es capaz de sintetizar la 

enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa (ACC desaminasa) (Jacobson, 

1993; Jacobson et al., 1994). Esta enzima hidroliza el ACC, a nivel rizosférico, provocando 

una disminución en la concentración de ACC en la planta, que se traduce en una elongación 

radical.  

Además el etileno estimula la germinación, rompe la dormición de las semillas (Esashi,  

1991) y actúa sinérgicamente con otros microorganismos como las bacterias fijadoras de 

nitrógeno (De-Freitas et al., 1993). 

Se ha demostrado que géneros como Azospirillum spp., Herbaspirillum spp., Azoarcus, 

Azorhizobium caulinodans, Gluconeobacter diazotrophicus, Burkholderia vietnamiensis, 

Azotobacter spp., Azorhizophilus y Pseudomonas spp., son capaces de usar ACC como 

única fuente de nitrógeno para crecer. Un ejemplo de una bacteria que contiene ACC 

desaminasa es la PGPR Pseudomona pútida GR12-2 (Lifshitz et al., 1987) que estimula el 

crecimiento de la raíz en diferentes plantas como canela, lechuga y tomate bajo condiciones 

gnobióticas (Glick et al., 1994; Grichko y Glick, 2001). 

Experimentos con PGPR que expresan actividad ACC desaminasa demuestran que también  

pueden disminuir los efectos deletéreos en diferentes condiciones ambientales tales como 

metales pesados e inundación sobre la planta, probablemente  por reducir la concentración 

de etileno en la planta estresada (Glick et al., 1997; Burd et al., 1998; Holguin y Glick, 

2000). Curiosamente, todavía no se ha encontrado ningún microorganismo que sea capaz de 

producir etileno a partir de ACC. Este modelo ha sido ampliamente confirmado usando 

mutantes (Glick et al., 1994; Glick et al., 1998). 
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1.3.b. Mecanismos indirectos 

 

 El mecanismo de acción indirecta es el punto de interés que poseen las PGPR cuando nos 

referimos al biocontrol. Estas rizobacterias ejercen control biológico a través de varios 

mecanismos. En general, la protección bacteriana contra los microorganismos 

fitopatógenos del suelo depende de dos hechos: la capacidad de colonización del agente de 

biocontrol y la producción de sideróforos o antibióticos que supriman el crecimiento de 

estos patógenos (Kloepper et al., 1988). 

 

1.3.b.I. Producción de sustancias movilizadoras de nutrientes  

 

Corresponden a  ácidos orgánicos (Yosikawa et al., 1993; Jones, 1998) o a aminoácidos 

(Jones et al., 1994), liberados por las bacterias al medio, que son capaces de movilizar el 

fósforo, el  hierro y/o el aluminio. 

 

1.3.b.II. Antibiosis   (Burr y Caesar, 1984; Schroth y Hancock, 1981; Gaskins et al., 1985; 

Davison, 1988). 

 

Muchas bacterias, y en especial las pertenecientes los género Pseudomonas y Bacillus, son 

capaces de controlar patógenos, sobre todo hongos, sintetizando moléculas  antifúngicas 

como pirrolnitrina, pioluteorina, tropolona, etc (Howell y Stipanovic, 1979; Howell y 

Stipanovic, 1980; Lindbergh, 1981). 

La antibiosis es definida como una interacción entre organismos o un metabolito, 

generalmente de bajo peso molecular, producido por uno de ellos (Schroth y Hancock, 

1981; Fravel, 1988). En general, esta sustancia suele ser un producto del metabolismo 

secundario. Las bacterias del género Pseudomonas son las que más se destacan por la 

diversidad de antibióticos que producen (Dowling y O'Gara, 1994). 

Los microorganismos producen un amplio rango de antibióticos bajo diferentes condiciones 

fisiológicas. El 2,4-Diacetilfloroglucinol (DAPG), fenazinas, piocianinas, pioluteorina, 

pirrolnitrina y tropolona se han caracterizado en muchas bacterias, y en las pertenecientes a 

los géneros Pseudomonas y Bacillus. 

El 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), es una sustancia fenólica que se origina 

probablemente por la vía del acetato con el monoacetilfloroglucinol (MAPG) como 

producto intermediario (Shanahan et al., 1992; Bender et al., 1999). El DAPG presenta 

actividad antibiótica de amplio espectro, actuando como antifúngico, antibacteriano, 

antivírico y antihelmíntico (Keel et al., 1992; Maurhofer et al., 1992; Bangera y 

Thomashow, 1996). Se han descripto diversas Pseudomonas del grupo fluorescentes que 

producen DAPG. Estas cepas tienen en común la habilidad de suprimir una o más 

enfermedades causadas por patógenos del suelo (Duffy y Défago, 1999; McSpadden et al., 

2000). 

Las fenazinas son compuestos heterocícliclos que contienen nitrógenos, y son sustancias 

que se producen por la vía del ácido shikímico (Hollstein y Marshall, 1972). 

Entre las cepas productoras, implicadas en procesos de biocontrol, están Pseudomonas 

fluorescens 2-79 y Pseudomonas aureofaciens 30-84 (Thomashow y Weller, 1988; 

Thomashow et al., 1990; Mazzola et al., 1992; Pierson III y Pierson, 1996). 
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La pirrolnitrina es sintetizada por diversas especies de Pseudomonas spp a partir del 

triptófano (Van Pée, 1996; Hammer et al, 1997). Es una sustancia con actividad antifúngica 

de amplio espectro (Howell y Stipanovic, 1979). 

Shanahan et al. (1992) reportaron que un transposón  (Tn5) produce cepas mutantes DAPG- 

de Pseudomonas fluorescent que han perdido la capacidad de proteger las raíces de la 

remolacha azucarera contra la infección por Pythium spp. Mazzola et al. (1992), informan 

que cepas Q2.87 productoras de DAPG suprimen la enfermedad causada por tres aislados 

de Gaeamannomyces graminis var. Tritici sensibles al DAPG. 

 

1.3.b.III. Competencia en la rizósfera (Kloepper et al., 1988; O´Sullivan y O´Gara, 1992; 

Devliegher et al., 1995). 

 

Un aspecto muy importante que hace a la competitividad de un agente biocontrolador es su 

capacidad de persistir y proliferar. Sin embargo, esto es muy difícil de predecir porque el 

comportamiento de una PGPR en el ambiente va a estar influenciado por numerosos 

factores como son: la composición del suelo, la temperatura, la presencia de plásmidos 

recombinantes, la microflora nativa, etc.  

Así, las bacterias resistentes a metales pesados o las capaces de utilizar compuestos 

xenobióticos, tales como herbicidas y pesticidas, o las  resistentes a bajas temperaturas, van 

a tener mayor ventaja comparada a otros microorganismos en aquellos suelos que presenten 

dichas condiciones (Glick y Bashan, 1997). 

 

1.3.b.IV. Hidrólisis de moléculas producidas por patógenos  

 

Cepas de Pseudomonas cepacia y Pseudomonas solanacearum son capaces de degradar el 

ácido fusárico, agente causante del marchitamiento por infección de Fusarium (Toyoda y 

Utsumi, 1991). 

 

1.3.b.V. Síntesis de enzimas capaces de hidrolizar la pared celular de los hongos 

 

 Muchas plantas responden al ataque de patógenos sintetizando proteínas que pueden 

hidrolizar las paredes celulares de algunos hongos. De manera similar ciertas PGPR 

producen enzimas, incluidas quitinasas, β 1,3-glucanasas, proteasas y lipasas, que pueden 

lisar células fúngicas (Chet e Inbar, 1994).   

Lim et al., (1991); describen que  cepas de Pseudomonas sturzeri productora de quitinasa y 

laminarinasa extracelular, eran capaces de digerir y lisar micelio de Fusarium solani y, de 

esta manera, prevenir la perdida de cultivos debido a la podredumbre de la raíz. 

Pseudomonas cepacia libera β 1-3 glucanasa, inhibiendo el desarrollo de Phytium ultimum 

y de Rhizoctonia solani (Lim et al., 1991).  

Se han aislado biovariedades de Pseudomonas fluorescens de la rizósfera de plantas de 

remolacha azucarera, que mostraron actividad quitinasa, que fue responsable del 

antagonismo hacia Rhizotonia solani (Nielsen et al., 1998). Se ha observado que algunas 

cepas de Pseudomonas fluorescens colonizadoras de la raíz de plantas de arroz, indujeron 

resistencia sistémica en un cultivar IR 50 de arroz, susceptible a una enfermedad causada 

por Rhizotonia solani. La inoculación del patógeno en las vainas demostró un incremento 

en la actividad quitinasa en las plantas tratadas con Pseudomonas, mientras que en el 

control no tratado, el incremento luego de la inoculación del patógeno fue menor. Los 
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autores concluyeron que la inducción de quitinasa fue la responsable de la supresión de la 

enfermedad (Radjacommare et al., 2003). 

 

1.3.b.VI. Bacteriocinas 

 

Las bacteriocinas constituyen la clase más diversa y abundante de agentes antimicrobianos. 

Tradicionalmente, han sido definidas como compuestos proteícos sintetizados por bacterias 

que tienen un espectro de acción limitado. Estas sustancias son capaces de matar a las 

bacterias competidoras mientras que no perjudican a la célula productora, o bien causan un 

daño menor, debido a que existen en ella mecanismos inmunes específicos y/o mecanismos 

postranscripcionales (Hancock  y Chapple, 1999). 

 

1.3.b.VII. Ácido cianhídrico 

 

La producción de ácido cianhídrico (HCN), como un mecanismo de control de patógenos 

queda limitado a la rizósfera donde las condiciones ambientales son más estables, ya que  al 

ser una sustancia volátil no perduraría en la filósfera. Aunque se ha demostrado, que es 

rápidamente inactivado por componentes del suelo o metabolizado por microorganismos 

(Castric et al., 1981).  

Voisard et al., (1989), sugieren que este metabolito, el ácido cianhídrico  (HCN), puede  

actuar  en el control biológico de dos maneras distintas: 1) por antagonismo directo con el 

patógeno; esto estaría limitado a la superficie de la raíz que es su hábitat y 2) que 

alternativamente el ácido cianhídrico podría actuar induciendo un mecanismo de defensa en 

la planta, se ha demostrado que la producción de cíanida por las bacterias depende de la 

disponibilidad del ion férrico (Fe
+3

), y que puede por lo tanto influir en la competencia por 

el hierro.         

El principal mecanismo de acción del ácido cianhídrico es la inhibición directa sobre los 

hongos (Blumer y Hass, 2000), en cuyo caso, el efecto de la bacteria podría compararse al 

rol del ácido cianhídrico en los mecanismos de defensa de las plantas. Su función es inhibir 

la citocromo C oxidasa terminal de la cadena respiratoria y unirse a metaloenzimas, los 

efectos inmediatos son una reducción de las actividades metabólicas de los 

microorganismos patógenos. Es importante destacar que la inhibición de la respiración 

mediante cíanidas ocurre a concentraciones de 10
-5

- 10
-6

 mol m
-3

 de cíanida y para esto se 

requeriría altos niveles de células bacterianas (10
8
-10

9
 por gramo de peso húmedo de raíz) 

en la superficie de la raíz, tales condiciones no son habituales en la rizósfera, pero pueden 

establecerse cuando hay abundante fuente carbonada disponible para el crecimiento 

bacteriano (Schippers et al., 1987). 

Se ha demostrado que la propiedad de algunas Pseudomonas spp. de sintetizar ácido 

cianhídrico (HCN), al cual ellas mismas son resistentes, está vinculada a la capacidad de 

estas cepas de inhibir ciertos hongos fitopatógenos, como Thielaviopsis basicola en el 

tabaco (Voisard et al., 1989; Laville et al.,1998) o Septoria tritici y Puccinia recóndita f. 

sp. Tritici en el trigo (Weller, 1988). 

Aproximadamente el 12% de los aislados de Pseudomonas spp. fluorescentes, de rizósfera 

de Lotus cornicutatus, ensayados in vitro contra los hongos fitopatógenos Pythium ultimum 

y Rhizoctonia solani, inhibieron a ambos; dos cepas de Pseudomonas fluorescens 

producían ácido cianhídrico y sideróforos, la adicción de hierro no afectó la actividad 
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antagónica, sugiriendo como principal mecanismo de acción la producción de ácido 

cianhídrico (Bagnasco et al., 1998). 

La inserción de los genes hcnABC de la cepa CHAO de Pseudomonas fluorescens aumenta 

la producción de ácido cianhídrico en Pseudomona putida BK661 y la supresión de los 

síntomas causados por patógenos foliares aumentan también significativamente. Esta 

acción indica que el ácido cianhídrico seria el responsable de la inhibición de los patógenos 

en estos sistemas foliares (Flaishman et al., 1996). 

Sin embargo, además de su rol protector, se ha informado un efecto perjudicial del ácido 

cianhídrico sobre diversas plantas y parece ser un factor de virulencia de Pseudomona 

aeruginosa (Gallagher y Manoil, 2001). En respuesta a esto se han investigado cepas 

perjudiciales productoras de ácido cianhídrico para el biocontrol de malezas (Kremer y 

Souissi, 2001).  

 

1.3.b.VIII. Resistencia sistémica inducida 

 

La existencia de microorganismos capaces de prevenir enfermedades en plantas por 

sistemas tales como la exclusión de nichos o por la  producción substancias inhibidoras del 

patógeno; cuando se requiere un contacto entre el microorganismo patógeno y el protector, 

el proceso se conoce como biocontrol (Bloemberg y Lugtenberg, 2001; Compant et al., 

2005).  

A principio de la década del ‘90, Van Peer et al., 1991 y Wei et al., 1991, hacen un 

importante descubrimiento con respecto a la productividad y los mecanismos de defensa de 

la planta. Ciertas bacterias no patógenas eran capaces de evitar el ataque por un patógeno 

antes de que el mismo llegara a la planta. La diferencia con el biocontrol es que la bacteria 

benéfica no interacciona físicamente con el patógeno,  disparando una respuesta en la 

planta, la cual es efectiva contra el subsiguiente ataque de un patógeno. Esta respuesta es 

sistémica; es que la bacteria interactúa con la planta en un área restringida, pero la respuesta 

se extiende por toda la planta. Esta respuesta esta mediada por conversiones metabólicas 

que no son algunas veces aparentes. El biopriming ocurre cuando la planta esta 

sistemáticamente protegida por una bacteria no patógena contra un subsiguiente ataque del 

patógeno, pero el efecto no es detectado hasta que el patógeno desafía (Conrath et al., 

2002). Para que la protección sea efectiva, es necesario un intervalo de contacto entre la 

PGPR y la planta y que el ataque del patógeno  ordene  la expresión de los genes 

involucrados en los mecanismos de defensa. 

La resistencia inducida puede diferenciarse en dos tipos: la Resistencia Sistémica Adquirida 

(SAR) que es la respuesta a la agresión causada por patógenos y la Resistencia Sistémica 

Inducida (ISR), que es la respuesta que resulta de la interacción con bacterias no patógenas. 

Entre éstas se destacan algunas pertenecientes al género Pseudomonas  (Van Loon et al., 

1998). El SAR se caracteriza por la acumulación de ácido salicílico y proteínas 

relacionadas con la patogénesis, destacándose glucanasas y quitinasas que permiten 

aumentar la resistencia de la planta (Van Loon et al., 1998). 

Este mecanismo se descubrió en la planta Arabidopsis thaliana, pero ahora se ha extendido 

a muchas especies vegetales. PGPR especificas tales como cepas de Pseudomonas inducen 

resistencia sistémica en clavel, rábano, tabaco y Arabidopsis (Van Loon y Bakker, 2005). 

Este hallazgo es fundamental porque propone una respuesta inmune en la planta, 

planteando una posibilidad de vacunación para la planta. 
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La adquisición de la resistencia por la planta para un posterior ataque del patógeno, causa 

pequeños daños o necrosis localizada y resistencia a futuros ataques patogénicos (Ryals et 

al., 1996). 

Durante el ataque del patógeno, especies reactivas del oxigeno (ROS) se producen en áreas 

de necrosis, causan la muerte del tejido y una obstrucción en  la expansión del patógeno. 

Las respuestas defensivas SAR e ISR se inducen por algunas moléculas, llamadas 

elicitores, presentes o producidos en el patógeno o en la PGPR, respectivamente. Los 

elicitores bióticos se clasifican dentro de distintos grupos: proteínas, polisacáridos, 

lipopolisacáridos y compuestos volátiles (Radman et al., 2003). 

En A. thaliana, las respuestas SAR e ISR se regulan por caminos diferentes. La primera 

respuesta, SAR, se asocia con un incremento en el nivel del ácido salicílico y la 

translocacion de una proteína tipo anquirina llamada NPR1, localizada en el núcleo, la cual 

induce la transcripción de los genes relacionados al patógeno. Estos genes codifican la 

proteína PR y son responsable de la respuesta sistémica en la planta (Lawton et al., 1996; 

Uknes et al., 1993).  

Algunas de las PR tales como quitinasa (PR3) (Legrand et al., 1987), y β-1,3- glucanasa 

(PR2) (Kauffman et al., 1987) fueron caracterizadas con actividad antifúngica potencial. 

Estas proteínas degradan fragmentos de quitina y glucano de la pared celular de los hongos 

liberando oligómeros de quitina y glucano, los cuales actúan como descencadenantes, y a 

su vez provocan mecanismos de defensa en la planta. Luego, si estos mecanismos de 

defensa son descencadenados por un estímulo anterior a la infección por un patógeno de la 

planta, la enfermedad puede ser reducida. 

La acción biocontroladora puede ser ejercida por mecanismos múltiples. Por ejemplo se ha 

demostrado que Serratia plymuthica posee actividad antifungal contra Botrytis cinérea y 

Sclerotinia, causantes de enfermedades. Kamensky et al., (2003), encontraron que la 

bacteria 17ran negativa Serratia plymulthica, suprime un gran número de hongos 

patogénicos in vitro. La bacteria posee actividad quitinolítica y proteolítica, produce el 

antibiótico pirrolnitrina, sideróforos y secreta la hormona de crecimiento, el ácido indol 

acético. En la respuesta ISR, los niveles de ácido salicílico no se alteran, pero son mediados 

por dos reguladores del crecimiento, el etileno y el ácido jasmónico, los cuales actúan como 

señales transductoras y no como hormonas de stress. En la ISR, la proteína NPR1 también 

se desarrolla, pero aquí se induce la expresión de otra proteína diferente de la PR (Conrath 

et al., 2002).  

La respuesta originada del SAR y del ISR inducen protección para la planta contra el 

espectro de diferentes patógenos, pero hay un espectro que desarrolla. La habilidad de una 

PGPR para inducir resistencia sistémica depende de una respuesta altamente específica 

sobre el sistema planta, bacteria benéfica y patógena. Además de la respuesta SAR e ISR,  

pueden coexistir en la misma planta y al mismo tiempo (Van Wees et al., 2000). Así, el uso 

de PGPR o PGPR mixtas que son capaces de disparar ambas respuestas al mismo tiempo, 

podrían resultar en un importante avance en el desarrollo de sistemas de defensa para 

plagas. 
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1.4. Enfermedades producidas por hongos fitopatógenos 

 

1.4.a. Síndrome de la muerte repentina  

 

 El Síndrome de la Muerte Repentina (SMR) es una enfermedad de la soja descripta por 

primera vez en Arkansas (EE.UU) en 1971. A nivel mundial su descripción es todavía 

restringida. En Argentina fue detectada por primera vez en cultivos del área de Pergamino 

(Bs. As), durante la campaña 1991/92 (Ivancovich et al., 1992) y en la región del Noroeste 

(Salta y Tucumán), durante el ciclo 1992/93. 

Es una enfermedad causada por Fusarium solani, produce severos daños, dependiendo del 

cultivar y del momento de infección. Las plantas normales y vigorosas, al ser infectadas se 

tornan amarillentas y mueren en forma rápida (de 10 a 20 días después de la aparición de 

los síntomas). La enfermedad ocasiona podredumbre radical, aunque se manifiesta a través 

de síntomas foliares, que pueden aparecer desde el final del período de floración en 

adelante y son causados por una toxina que produce el hongo. En un primer momento 

aparecen manchas cloróticas entre las nervaduras, que luego derivan en una clorosis 

internerval, quedando las hojas de color marrón, a excepción de las nervaduras, que 

permanecen verdes. Se observa una coloración grisasea de los tejidos internos del tallo, 

aunque la médula permanece blanca. En las raíces se observa deteríoro de los nódulos 

fijadores de nitrógeno; el sistema radical secundario se destruye. 

Aunque los síntomas pueden aparecer en estadíos vegetativos tempranos, es común 

observarlos desde la floración hasta el llenado de vainas. 

Entre los factores que predisponen al desarrollo de esta enfermedad se mencionan las 

condiciones ambientales, la fecha de siembra, el cultivar utilizado y su grupo de madurez y 

el estado de crecimiento del cultivo (Rupe, 1995). 

El agente etiológico hasta el año 2003 se conocía como Fusarium solani f. sp. glycines 

(Scandiani et al., 2003). Recientes estudios morfológicos y moleculares han permitido 

determinar al menos 4 especies responsables de producir síntomas de la enfermedad, 

Fusarium tucumaniae, Fusarium virguliforme y dos especies más en estudio, encontradas 

en Brasil (Aoki et al., 2004). En Argentina se ha determinado la presencia de Fusarium 

tucumaniae (Aoki et al., 2003; Scandiani et al., 2004) y Fusarium virguliforme (Scandiani 

et al., 2004). Estas especies producen pigmentos azules a verdes y abundantes 

macroconidios en medio de cultivo agar papa dextrosa al 2% (Scandiani et al., 2003). La 

principal diferencia morfológica entre ambas especies está dada en los macroconidios con 4 

tabiques. Los de F. tucumaniae son más delgados y largos que los de F. virguliforme y éste 

produce otro tipo de conidios con forma de coma (Scandiani et al., 2004). 

Entre las medidas de control se menciona el uso de variedades de buen comportamiento, 

lotes con buen drenaje. En los cultivares de ciclo corto que escapan a las condiciones de 

alta humedad del suelo en los períodos reproductivos, se observa menos ataque. Se dispone 

de datos sobre la estimación de la enfermedad que destacan a algunas variedades con buen 

comportamiento, entre ellas se encuentran A-5153, NK 642, A6401 RG, RA 702 y RA 626. 

Las rotaciones y la elección de los cultivares constituyen las alternativas de manejo de la 

enfermedad actuales, siendo el control biológico una estrategia potencialmente interesante 

que requiere la continuidad y profundización de su estudio (Scandiani et al., 2004). 
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1.4.b. Podredumbre carbonosa del tallo 

 

Está presente en todas las áreas sojeras del mundo; en países tropicales, en donde la 

enfermedad provoca el tizón de las plántulas emergentes, las pérdidas de plantas pueden 

llegar al 77%. Es una enfermedad principalmente ocasionada en plantas adultas, se 

observan hojas que se tornan amarillas, se marchitan y permanecen adheridas al tallo, que 

presenta en su parte inferior una coloración marrón clara, al igual que la raíz principal. Un 

síntoma muy característico es que se extrae muy fácilmente la epidermis de las raíces y la 

base del tallo, cuyos tejidos presentan una típica coloración grisácea, por los abundantes 

microesclerocios oscuros que se forman. 

La infección en las  plántulas se presenta con lesiones marrón rojizas sobre el tallo, a nivel 

del suelo. Si las condiciones ambientales se tornan cálidas y secas, el color vira al marrón 

oscuro o negro, pudiendo la plántula llegar a morir. En climas fríos la infección se hace 

latente. 

El agente causal, Macrophomina phaseolina, produce microesclerocios negros que 

sobreviven en los restos de cultivo y en el suelo seco por muchos años, pero en suelo 

húmedo no resiste más de 7 u 8 semanas. Altas temperaturas (28-35 ºC) y baja humedad 

edáfica son condiciones predisponentes al ataque por este organismo. Este es el caso de la 

aparición de M. phaseolina en las zonas productoras de soja de la provincia de Salta, 

Tucumán y Buenos Aires durante las últimas campañas (2003/04 y 2004/05). Este mismo 

problema también se evidenció en las campañas 2000/01 en la región Noreste de nuestro 

país, lo que motivó la investigación y búsqueda de soluciones a esta problemática 

fitosanitaría (Cabrera et al., 2001).  

El hongo M. phaseolina suele ser considerado un patógeno secundario, pues los síntomas 

son observados hacia finales del ciclo de los cultivos en la mayoría de los casos, sin 

embargo, actualmente se sabe que la enfermedad puede aparecer en cualquier estado 

fenológico de la planta (Machado, 1987). Mayek Pérez et al. (2001), observaron 

infecciones iniciales en semillas, las que permanecieron latentes hasta que las plantas de 

soja alcanzaron estadios avanzados de crecimiento, como R5, R6 y R7. Los síntomas 

típicos muestran lesiones negras a grises en tallos, pérdida de folíolos, reducción del vigor y 

finalmente daños y pérdidas en la producción. Diversos autores han observado una estrecha 

relación entre las condiciones de sequía con altas temperaturas, imperantes en regiones con 

climas tropicales y subtropicales y la incidencia de la enfermedad (Almeida et al., 2003; 

Machado, 1987; Smith et al., 1997).   

  

1.4.c. Podredumbre de la mazorca del maíz 
 

Fusarium verticillioides es el principal agente causal de la podredumbre de la  mazorca en 

el cultivo de maíz. El hongo penetra mayormente por los estigmas o heridas de las 

mazorcas, dañando los granos y contaminándolos con micotoxinas. Estas sustancias son 

perjudiciales para la salud tanto humana como animal, destacándose por sus efectos y 

niveles de producción las fumonisinas B1 y B2. En este contexto, la presencia de F. 

verticilliodes y sus toxinas en los granos es un problema de primer orden para la industria 

maicera mundial. 

Ya que en las infecciones vía estigmas, ellos son los primeros tejidos con el cual el 

patógeno interacciona con el hospedante, es razonable pensar  en materiales resistentes, ya 

que la barrera inicial a la infección estaría en estos tejidos.  
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1.4.d. Fusariosis de la espiga del trigo 

El principal agente etiológico de la enfermedad a escala mundial es Fusarium 

graminearum. Durante muchos años fue considerada una enfermedad de importancia 

secundaria. Sin embargo, debido al aumento de su frecuencia de aparición y severidad, se 

ha convertido en una de las principales enfermedades del trigo. La fusariosis de la espiga es 

una enfermedad difundida en áreas productoras de trigo del mundo donde los estados de 

espigazón, floración e inicios de llenado del grano coinciden con período húmedo y 

templado-cálido. En los últimos 20 años y especialmente en la década pasada, se 

incrementó la frecuencia de epidemias de fusariosis de la espiga en algunas áreas de 

Argentina, así como en los Estados Unidos, Canadá, países del centro-este de Europa, 

China y Japón. Esto ha sido asociado a posibles cambios climáticos, pero más 

frecuentemente a la adopción de sistemas de labranza conservacionistas, como la siembra 

directa, y a la difusión del cultivo de maíz. Su presencia ocurre principalmente en regiones 

de clima húmedo y de altas temperaturas, coincidiendo con los estadíos de floración. Las 

epidemias generalmente están asociadas a períodos de mojado de la espiga prolongados, 

mayor a las 72 horas, durante la antesis, extendiéndose hasta la formación del grano 

lechoso-pastoso. 

Por infectar la planta a través de las anteras, es considerada una enfermedad de infección 

floral. Los síntomas son fácilmente diagnosticados mediante la observación del 

blanqueamiento de espigas y espiguillas, y por la formación de una masa rosada salmón 

(macroconidios)  sobre las estructuras florales. Los daños causados por la enfermedad se 

manifiestan a través de la reducción del rendimiento, disminución del peso hectolítrico, del 

tenor proteíco, reducción del poder germinativo y del vigor de las semillas, y por la 

presencia de micotoxinas que son nocivas para el hombre y los animales. De las 

enfermedades de los cereales de invierno, la fusariosis es la que presenta las mayores 

dificultades para su control, por lo que deriva en grandes pérdidas económicas, ya que 

provoca la disminución de los precios en el trigo y diminuye notablemente la calidad 

panadera de las harinas.  Las pérdidas de rendimiento producidas por esta enfermedad 

pueden llegar al 50% en condiciones de epidemias severas y variedades muy susceptibles. 

Con epidemias moderadas, pueden esperarse pérdidas entre 10% y 20%. A esto debe 

sumarse la contaminación por micotoxinas que limita la utilización del producto por su 

toxicidad en animales y el hombre. Los primeros síntomas son pequeñas áreas pardas y 

húmedas en las glumas, que rápidamente se decoloran tomando el color  atizonado 

característico, similar a una madurez prematura. Según la resistencia de la variedad y las 

condiciones del ambiente, el atizonamiento puede quedar limitado a la espiguilla infectada, 

afectar varias de ellas o toda la espiga. En infecciones severas y en variedades susceptibles, 

el pedúnculo puede tomar una coloración marrón. Puede producir aborto de las flores, 

granos chuzos en diverso grado, cubiertos de micelio rosa o blanquecino y aún granos con 

tamaño y peso similar a los normales, con una leve decoloración en el pericarpio. En los 

granos fusariosos, el patógeno destruye los gránulos de almidón, proteínas de reserva y 

paredes celulares, resultando un producto de baja calidad. Aunque el micelio no invade el 

embrión, excepto en granos muy afectados, la semilla puede resultar con germinación 

reducida y de escaso vigor.  La infección es típicamente floral y ocurre cuando las 

ascosporas dispersadas por el viento se depositan en las anteras extruídas, que es la 

principal vía de penertración. El hongo coloniza saprofíticamente los tejidos de las anteras 

y alcanza rápidamente el ovario o el grano en formación, estimulado por la presencia de dos 
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substancias cuaternarias, betaína y colina, que favorecen el crecimiento del micelio. En 

tiempo seco y cálido, las anteras se desprenden rápidamente y las flores escapan a la 

infección. En ciertas variedades y condiciones de ambiente, las anteras tienden a quedar 

retenidas entre las glumelas, hecho que incrementa las posibilidades de infección y extiende 

el período de vulnerabilidad hasta inicios de grano pastoso. Los granos infectados con 

suficiente tamaño y peso pueden sobrepasar los sistemas de clasificación de semilla. 

Sembrados en ciertas condiciones de ambiente, fundamentalmente en suelos secos y 

cálidos, pueden desarrollar la enfermedad conocida como 'tizón de la plántula' que produce 

debilitamiento o muerte de las mismas, con la consiguiente reducción del stand de plantas 

del cultivo. En nuestro ambiente, las condiciones de humedad y temperaturas del suelo en 

el momento de siembra y germinación no favorecen su presencia, por lo que muy raramente 

se la ha mencionado. Sin embargo, si fuera necesario utilizar semilla con cierta proporción 

de granos fusariosos, por precaución se deberá utilizar un fungicida curasemilla adecuado. 

El tizón de la plántula no tiene influencia en la fusariosis de la espiga. En esta última, el 

inóculo proviene fundamentalmente de peritecios formados en diferentes substratos, como 

se ha mencionado.  La infección y el desarrollo de la fusariosis de la espiga son altamente 

dependientes de factores climáticos y entre ellos, la humedad relativa ambiente (HR) es el 

principal condicionante. Las epidemias severas se producen cuando el estado de floración y 

primeras etapas de formación del grano coinciden con períodos de precipitaciones 

frecuentes, elevada y contínua HR, superior a 80% y temperaturas entre 20 - 30ºC. La 

temperatura y la humedad interactúan en la infección y expresión de los síntomas. En 

condiciones óptimas de temperatura y HR contínua (25ºC y >90% respectivamente), el 

período de incubación se reduce a solo dos días, incrementándose este período a medida 

que las temperaturas se alejan de la óptima, tanto por encima como por debajo de la misma. 

La mayor severidad se produce a 25ºC, aunque con temperaturas superiores o inferiores se 

pueden alcanzar niveles similares con períodos de exposición a elevada HR más 

prolongados. El efecto de las condiciones climáticas sobre la enfermedad puede dividirse 

en tres fases: 1ª fase: corresponde al período previo a la espigazón, donde los factores 

climáticos influyen sobre la acumulación y maduración de peritecios de Gibberella zeae; 2ª 

fase: desde espigazón a floración, donde la temperatura y humedad adecuadas son 

esenciales para la dispersión de ascosporas y la infección; 3ª fase: luego de la infección, en 

la fase final las condiciones del ambiente regulan el desarrollo de la enfermedad. De las tres 

fases, la segunda posee mayor influencia en el desarrollo epidémico. La fusariosis de la 

espiga es actualmente la enfermedad del trigo que más desafíos presenta para su control. 

No solo preocupa por la reducción de los rendimientos y calidad, sino por los riesgos en la 

seguridad alimentaria a causa de la contaminación con micotoxinas. Hasta el momento, 

ninguna de la estrategia de control utilizada para otra enfermedad ha mostrado suficiente 

eficacia sobre la fusariosis.  La resistencia genética es escasa y difícil de incorporar en 

variedades de alta productividad y calidad. Las labranzas conservacionistas, especialmente 

la siembra directa, ocupan una importante y creciente superficie en la región pampeana 

norte y los beneficios agronómicos indudables de esta modalidad de producción fuerzan a 

buscar soluciones que limiten la supervivencia del patógeno y su dispersión. La alternativa 

del control químico presenta dificultades en su implementación y no siempre justifica la 

inversión. Finalmente, esta enfermedad es altamente dependiente de las condiciones 

climáticas y sobre esta realidad, el hombre no tiene influencia. Sin embargo, los sistemas de 

pronósticos a corto y mediano plazo, así como la aplicación del modelo predictivo de 

incidencia ya desarrollado en el país,  pueden ayudar a tomar decisiones. La única manera 
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de reducir el impacto de la  fusariosis en los rendimientos y calidad a niveles tolerables es 

la integración de técnicas que contribuyan en conjunto a disminuír el nivel de la 

enfermedad. En el trigo existe variabilidad genética para resistencia a fusariosis, aunque no 

se conoce ningún genotipo inmune. Se han identificado buenas fuentes de resistencia, pero 

aún no ha sido posible transferirlas en germoplasma de alto rendimiento y calidad. 

1.5. Pseudomonas y control biológico 

Uno de los grupos de microorganismos con más expectativas como agente de biocontrol 

son las bacterias del género Pseudomonas (Weller, 1988). Pseudomonas constituye el 

mayor grupo de rizobacterias presentes en el suelo, algunos de estos microorganismos son 

capaces de promover el crecimiento de diferentes cultivos cuando se aplican a las semillas 

como inoculantes en condiciones de campo. Estas PGPR promueven el crecimiento por 

varios mecanismos, estos incluyen: la producción de fitohormonas (Derylo y Skorupska 

1993), estimulación en la captación de nutrientes (Lifshitz et al., 1987), solubilización de 

fósforo por liberación de fosfatasas (Ferraris y Couretot, 2004) y el biocontrol de bacterias 

deletéreas y hongos fitopatógenos (Weller, 1988). El efecto antagónico de Pseudomonas 

contra los hongos patógenos involucra la producción de sideróforos (Leong, 1986, Loper y 

Buyer 1991), antibióticos (Gurusiddaiah et al., 1986), enzimas hidrolíticas como quitinasas 

y β-1-3-glucanasas (Fridlender et al., 1993) y la generación in situ de ácido cianhídrico 

(Voisard et al., 1989). Estudios realizados a fines de los 70 y principio de los 80 en la 

Universidad de California, demostraron que algunas cepas de Pseudomonas fluorescentes 

eran capaces de mejorar el crecimiento de la papa y de la caña de azúcar cuando eran 

aplicadas a las semillas (Schroth y Hancock, 1982). Los resultados de estos estudios, junto 

con la toma de conciencia sobre los efectos adversos de los pesticidas químicos, 

propiciaron el resurgimiento a escala mundial de la investigación sobre el uso de 

inoculantes bacterianos para controlar patógenos y mejorar el crecimiento vegetal. De esta 

manera se utilizan organismos naturales (rizobacterias) para reducir los efectos de 

organismos indeseables (patógenos) y así favorecer la producción de cultivos vegetales. El 

género Pseudomonas es un complejo, compuesto por muchas especies de bacilos rectos o 

ligeramente curvados con flagelación polar, un grupo importante de bacilos gram negativos 

quimiorganotróficos, aerobios que no muestran nunca un metabolismo fermentativo. Es 

probable que las Pseudomonas deriven de las bacterias fototróficas ancestrales que han 

dejado de ser fotosintéticas en el proceso evolutivo y que las llevó a colonizar hábitats en 

los que la fotosíntesis anoxigénica no presentaba ninguna ventaja (por ejemplo en el suelo o 

en la superficie de plantas y animales). Están implicadas en multiples procesos biológicos 

tales como el deterioro de alimentos o el control biológico (Palleroni, 1984; O´Sullivan y 

O´Gara, 1992). Las bacterias de género Pseudomonas son capaces de metabolizar múltiples 

fuentes de carbono y tienen una velocidad de crecimiento elevada, lo cual favorece la 

competencia en el ambiente rizosférico, con los hongos que tienen un crecimiento más 

lento (Kloepper,  1992).  

1.5.a. Características 

 Son bacilos rectos o curvados, con un tamaño de 0,5-1,0 um; sin esporas; Gram negativos; 

con múltiples flagelos o con un único flagelo polar; sin vainas, apéndices ni yemas; con un 

metabolismo respiratorio y nunca  fermentativo, pueden producir aeróbicamente pequeñas 
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cantidades de ácidos procedentes de glucosa, utilizan compuestos orgánicos de bajo peso 

molecular, no polímeros; algunos son quimiolitotróficos y utilizan H2 y CO como únicos 

donadores de electrones anaeróbicamente; otros utilizan arginina como fuente de energía en 

anaerobiosis. 

1.5.b. Antecedentes 

 Pseudomona aurantiaca, cepa aislada de la rizósfera de soja, en la región de Rio Cuarto, 

tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de diferentes especies fúngicas: Macrophomina 

phaseolina, Rhizoctonia spp. T11, Fusarium spp., Alternaria spp., Phytium spp., Sclerotinia 

minor y Sclerotinia rolfsi (Altamirano et al., 1996). Ensayos in vitro indican que tal 

actividad está asociada a la producción de un pigmento color naranja (Rovera et al., 1998). 

Su expresión en los medios de cultivo está influenciada por la composición química de los 

mismos; no se produce en medios mínimos y si en medios peptonados. La adición de 

triptona induce la síntesis del pigmento, mientras que el agregado de glucosa por encima de 

5 g/l reprime su producción (Cabrera et al., 1999; Rosas et al., 2000). Los compuestos 

involucrados en la actividad biocontroladora de Pseudomonas aurantiaca son estables frente 

a la acción de proteasas y al tratamiento térmico (100
0
C; 20 min).  Los primeros estudios de 

caracterización química demostraron que el metabolito bioactivo, aislado y separado 

mediante cromatografía en capa delgada es de naturaleza hidrofóbica (Rovera, 2000). 

Pseudomonas aurantiaca ha sido formulada como inoculante no convensional (BIAGRO 

S.A.) para el peleteo de semillas con el fin de lograr el control de hongos fitopatógenos, sin 

alterar el ecosistema rizosférico (Estrada et al., 2000). Ante la alternativa de utilizar la cepa 

formulada como inoculante o sus productos metabólicos en el biocontrol, resulta necesario 

profundizar la investigación a través de ensayos que permitan evaluar la influencia de 

factores medioambientales sobre la actividad antagónica de Pseudomonas aurantiaca. Es 

necesario además, estudiar la producción del compuesto antifúngico en el suelo, en 

condiciones gnotobióticas y naturales, considerando la capacidad de sobrevida de la 

bacteria en el ambiente rizosférico y demostrar la actividad biocontrol in situ, en un sistema 

huésped-patógeno determinado. Finalmente se pretende caracterizar químicamente los 

compuestos bioactivos producidos por Pseudomonas aurantiaca, para dilucidar cual o 

cuales serian los mecanismos mediante los que las cepas rizosféricas expresan su capacidad 

antifúngica.  
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3.1. Estudio de las características PGPR 

 

3.1.a. Producción de sideróforos 

 

Los sideróforos son detectables por ensayos colorimétricos. Se utilizó la técnica del 

Cromo Azurol S descripta por Alexander y Zuberer, 1991. La misma consiste en la 

utilización de un medio de cultivo sólido, que contiene un complejo de hierro insoluble 

(Fe
+3

) de color azul intenso. Cuando se libera en el medio un quelador fuerte de hierro 

como lo es un sideróforo, a través de una cepa productora, su acción se visualiza por un 

cambio de coloración del medio alrededor de las colonias de las bacterias 

solubilizadoras de hierro, formándose un halo de color naranja. Los sideróforos son 

queladores de hierro,  que poseen mayor afinidad por el hierro que el colorante (Cromo 

Azurol S) y lo desplazan de su complejo con el hierro quedando libre el colorante.  

 

 Fe-colorante + sideróforo    →     Fe-sideróforo + colorante 

 

La siembra de las bacterias a ensayar se realizó por picadura, las placas fueron 

incubadas a 28ºC durante 5 días. Las colonias que exhibieron un halo color naranja en 

un fondo azul, fueron consideradas productoras de sideróforos. Se determinó el 

diámetro del halo en centímetros. La prueba se realizó por duplicado. 

 

3.1.b. Producción de ácido indol acético (AIA) y/o análogos 

 

La determinación se realizó según el método descripto por Bric et al., 1991 con ligeras 

modificaciones. Se utilizaron placas que contenían agar tripteína soya (TSA), diluido al 

10% y suplementado con L-triptófano 5 mM. Los discos de 5 mm de diámetro de 

membrana de nitrocelulosa de 0.45 µm de poro se depositaron sobre el medio de 

cultivo, y sobre los mismos se sembraron los microorganismos a ensayar por picadura 

con ansa. Las placas se  incubaron a 28ºC durante 72 horas. Posteriormente las 

membranas de nitrocelulosa fueron colocadas en tubos de ensayo que contenían 300 µl 

del  reactivo de Salkosky (Gordon y Weber, 1951). 

Los microorganismos productores de AIA y/o análogos generan una coloración que va 

del rosa al rojo, luego de 30 minutos a  3 horas de incubación de los discos con el 

reactivo de Salkosky; por el contrario, un resultado negativo se expresa por un color 

amarillo-marrón, luego de las 3 horas posteriores al agregado del reactivo. 

 

3.1.c. Producción de ácido cianhídrico 

 

Para evaluar la producción de ácido cianhídrico se siguió la técnica de Bakker y 

Schippers, 1987. Las bacterias se sembraron con ansa en anillo en estrías sobre las 

placas que contenían  TSA al 10%, suplementado con glicina 4,4 gr/l. El interior de la 

tapa se cubrió totalmente con papel de filtro, impregnado con ácido pícrico 0,5% y 

carbonato de sodio 2 %. Las placas se incubaron a 28ºC de  3 a 5 días. Un cambio de 

color de amarillo a naranja-marrón en el papel de filtro indica la  producción de ácido 

cianhídrico. 
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3.1.d. Producción de exopolisacáridos 

 

Las bacterias fueron sembradas por estrías radiales en una placa que contenía un medio 

de cultivo compuesto por agar nutritivo suplementado con calcofluor 0,005%. Las 

placas fueron  incubadas a 28°C durante 5 días. Posteriormente, las placas fueron 

expuestas a luz U.V de 350 nm de longitud de onda. Las bacterias productoras de 

exopolisacáridos emitieron fluorescencia bajo la luz U.V de 350 nm. 

 

3.1.e. Solubilización de fosfato tricálcico 

 

Se utilizó el método descripto por Frioni, 1999. La siembra se realizó con palillos 

estériles sobre placas de Petri que contenían agar tripteina soya (TSA), suplementado 

con 2g de Ca3(PO4)2 por litro. La incubación se realizó a 28ºC durante 5 días. Se 

consideraron positivas las cepas capaces de formar un halo transparente alrededor de las 

colonias. La prueba se realizó por duplicado, determinando el diámetro del halo en 

centímetros. 

 

3.1.f. Solubilización de fosfato monocálcico 

 

Se utilizó el método descripto por Frioni, 1999. La siembra se realizó con palillos 

estériles sobre placas de Petri que contenían agar tripteína soya (TSA), suplementado 

con 2g de PO4HCa por litro. Las placas  se incubaron a  28°C durante 5 días. Se 

consideraron positivas las cepas capaces de formar un halo transparente alrededor de sus 

colonias. La prueba se realizó por duplicado, determinando el diámetro del halo en 

centímetros. 

 

3.2. Determinación de diversas actividades enzimáticas 

 

3.2.a. Determinación de la actividad caseinolítica 

 

Las bacterias fueron sembradas por picadura sobre placas que contenían el medio  de 

Castañeda (Castañeda-Agullo, 1956), suplementado con caseína 1% y agar  2,3%. 

La hidrólisis de la caseína se detectó por la formación de un halo translúcido (caseína 

totalmente hidrolizada). En el borde externo de este halo translúcido se detectó la 

formación de un halo opaco (caseína coagulada). La actividad caseinolítica se determinó 

en base al diámetro del halo translúcido en centímetros. El ensayo se realizó por 

duplicado.  

 

3.2.b. Determinación de lipasa 

 

Las bacterias fueron sembradas   por picadura con  ansa, en placas que contenían agar 

nutritivo suplementado con tributirina  1% (Thatcher y Clark., 1973). Posteriormente las 

placas fueron incubadas a 30°C durante 5 días. Las colonias positivas se evidenciaron 

por la formación de un halo claro alrededor de las mismas. El ensayo se realizó por 

duplicado. 

 

3.2.c. Determinación de Lecitinasa 

 

Las bacterias fueron sembradas   por picadura con  ansa, en placas que contenían agar 

nutritivo suplementado con yema de huevo 5% (Thatcher y Clark., 1973). 
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Posteriormente las placas fueron incubadas a 30°C durante 5 días. Las colonias 

positivas se evidenciaron por la formación de un halo claro alrededor de las mismas. El 

ensayo se realizó por duplicado. 

 

3.2.d. Determinación  de celulasa  

 

La determinación se realizó según el método descripto por Teather y Word, 1982. Las 

bacterias se inocularon por picadura con ansa en  placas que contenían  medio YEMA 

(Vicent, 1970), con manitol reducido (en lugar de 1%; 0.2%) y suplementado con 

carboximetilcelulosa (CMC) 0.1%. Posteriormente las placas se incubaron a 28°C 

durante 3 días. Luego, mediante la utilización de un  hisopo de algodón y agua destilada 

las colonias bacterianas se eliminaron de la placa, y se adicionó rojo congo 0.1%. El 

rojo congo se descartó luego de 15 minutos. La placa  se colocó  boca abajo sobre papel 

absorbente para secarla. Luego se cubrió con  cloruro de sodio 1M, se espero 10 

minutos, y la solución se descartó. La placa se secó boca abajo sobre papel de filtro. 

Finalmente, la placa se cubrió con ácido acético 5% durante 5 minutos. Luego la 

solución se descartó. Las bacterias productoras de celulasa deben presentar una zona 

clara de degradación  en la zona donde estuvo de la colonia. La cepa Bradyrhizobium 

spp C145, inoculante para maní, se utilizó como control positivo. 

 

3.2.e. Producción de amilasa 

 

Las bacterias fueron sembradas en agar nutritivo suplementado con almidón 2 %. La 

siembra se realizó con ansa en anillo trazando una línea recta de borde a borde en el 

medio de la placa. Las placas se incubaron a  28ºC durante 24 horas. Finalmente las 

placas se inundaron con una solución de ioduro de sodio 1%. 

Las bacterias productoras de amilasas  presentan una zona clara alrededor de la colonia, 

lo que  indica la presencia de enzimas hidrolíticas, debido a que estas degradan el 

almidón contenido en el medio de cultivo. 

 

3.3. Estudio “in Vitro” de la  inhibición del crecimiento de hongos fitopatógenos 

por diferentes bacterias  

 

Se sembraron placas de agar tripteina soya (TSA) 25% con los siguientes hongos 

fitopatógenos: Macrophomina phaseolina, Fusarium solani, Fusarium verticilloides, 

Fusarium graminearum, Fusarium virguliforme; para luego enfrentarlos a las bacterias: 

Pseudomona aurantiaca, Pseudomona pútida, Pseudomona fluorescens chao, 

Pseudomona fluorescens pf5, Pseudomona fluorescens wcs 417r, Pseudomona 

fluorescens (Rizofos, producto comercial), Azospirillum spp, Serratia marcenses wf , y 

de este modo realizar la evaluación del biocontrol. 

Las cepas fúngicas fueron sembradas en agar papa dextrosa (PDA), e incubadas durante 

7 días a 28ºC para su activación. Durante toda la experiencia se trabajó a 28ºC debido a 

que es la temperatura óptima de crecimiento de los hongos. 

Las pruebas de biocontrol se realizaron de dos maneras diferentes. Simultánea: bacterias 

+ hongos expuestos al mismo tiempo. No simultánea: Las bacterias  fueron sembradas 

en estrías sobre un tercio de la placa que contenía TSA 25%. Las placas se incubaron 

durante 48 hs a 28ºC. Posteriormente, en el lado opuesto de la misma, se sembró un taco 

fúngico de un 1 cm². Las placas se incubaron a 28ºC durante 5 días. La experiencia se 

realizó por duplicado y se calculó el porcentaje de inhibición en base a  la reducción del 
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crecimiento miceliar respecto a las placas que contenían el hongo sin el inóculo 

bacteriano. 

 

3.4. Determinación del crecimiento de los microroganismos en diferentes 

condiciones 

 

3.4.a. Determinación del crecimiento de Pseudomona  aurantiaca, Pseudomona 

pútida, Pseudomona fluorescens pf5 y Pseudomona fluorescens wcs 417r  utilizando 

como  única fuente de carbono carboximetilcelulosa (CMC)  o citrato. 

 

Para la obtención de los cultivos primarios, se tomó con ansa en anillo una colonia de 

cada una de las bacterias de 48 hs. de crecimiento, a partir de un cultivo en placa que 

contenía medio King B. El inóculo se suspendió en 2 ml de solución fisiológica estéril. 

Se agitó con un Vortex hasta observar la desaparición total de grumos. De estos 2 ml se 

tomó una alícuota de 0.1 ml que se adicionó a cada uno de los ocho erlenmeyers de 50 

ml.  Cada uno de los  erlenmeyers contenían:  

 

1- Solución salina 3 ml (Solución 10X),  Carboximetilcelulosa 0,25 g/l, Cloruro de 

amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un volumen final de 30 ml. A 

T= 0, se adicionaron 100 ul de inóculo de Pseudomona  aurantiaca, de 

Pseudomona  pútida, de Pseudomona  fluorescens pf5 y de Pseudomona  

fluorescens wcs 417r. 

2-  Solución salina 3 ml (Solución10X), Citrato de sodio 20 mM, Cloruro de 

amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un volumen final de 30 ml. A 

T= 0, se adicionaron 100 ul de inóculo de Pseudomona  aurantiaca, de 

Pseudomona  pútida, de Pseudomona  fluorescens pf5 y de Pseudomona  

fluorescens wcs 417r. 

 

El desarrollo de los microorganismos se realizó a 30ºC en baño temostatizado con 

agitación a 120 rpm. Se tomaron alícuotas de 1 ml de los cultivos, a las 0 hs. (T=0), 3 

hs., 5 hs., 7 hs., 24 hs. y 48 hs. Finalmente se determinó  la absorbancia a 540 nm. 

 

3.4.b. Determinación del crecimiento de Pseudomona fluorescens wcs 417r con 

diferentes fuentes de carbono 

 

Para la obtención de los cultivos primarios, se tomó con ansa en anillo una colonia de la 

bacteria de 48 hs. de crecimiento, a partir de un cultivo en placa que contenía medio 

King B. El inóculo de Pseudomona fluorescens wcs 417r  se suspendió en 2 ml de 

solución fisiológica estéril. Se agitó con un Vortex hasta observar la desaparición total 

de grumos. De estos 2 ml se tomó una alícuota de 0.1 ml que se adicionó a cada uno de 

los ocho erlenmeyers de 50 ml. Cada uno de los  erlenmeyers  contenían:  

 

1- Solución salina 3 ml (Solución 10X),  Celobiosa 20 mM, Cloruro de amonio 20 

mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un volumen final de 30 ml.  

2- Solución salina 3 ml (Solución 10X), Citrato de sodio 10 mM, Cloruro de      

amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un volumen final de 30 ml.  

3- Solución salina 3 ml (Solución 10X),  Carboximetilcelulosa 0,25 g/l, Cloruro de   

amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un volumen final de 30 ml.  
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4- Solución salina 3 ml (Solución 10X),  Carboximetilcelulosa 0,25 g/l, Citrato de 

sodio 2 mM, Cloruro de amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un 

volumen final de 30 ml.  

5-  Solución salina 3 ml (Solución 10X),  Carboximetilcelulosa 0,25 g/l, Citrato de   

sodio 10 mM, Cloruro de amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un 

volumen final de 30 ml.  

6- Solución salina 3 ml (Solución 10X),  Celulosa 2,5 g/l, Cloruro de amonio 20 

mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un volumen final de 30 ml.  

7- Solución salina 3 ml (Solución 10X),  Celulosa 2,5 g/l, Citrato de sodio 2 mM, 

Cloruro de amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un volumen final 

de 30 ml.  

8- Solución salina 3 ml (Solución 10X),  Celulosa 2,5 g/l, Citrato de sodio 10 mM, 

Cloruro de amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un volumen final 

de 30 ml.  

 

El desarrollo de los microorganismos se realizó a 30ºC en baño temostatizado con 

agitación a 120 rpm. Se tomaron alícuotas de 1 ml de los cultivos, a las 0 hs. (T=0), 3 

hs., 5 hs., 7 hs., 24 hs. y 48 hs. Finalmente se determinó  la absorbancia a 540 nm. 

 

3.4.c. Determinación del crecimiento de Pseudomona aurantiaca, Pseudomona 

fluorescens chao y Bradyrhizobium spp. C145, utilizando  diferentes fuentes de 

carbono. 

 

Para la obtención de los cultivos primarios, se tomó con ansa en anillo una colonia de 

cada una de las bacterias de 48 hs. de crecimiento, a partir de un cultivo en placa que 

contenía medio King B. El inóculo de Pseudomona aurantiaca, Pseudomona 

fluorescens chao,  Bradyrhizobium spp. C145 se suspendió en 2 ml de solución 

fisiológica estéril. Se agitó con un Vortex hasta observar la desaparición total de 

grumos. De estos 2 ml se tomó una alícuota de 0,1 ml que se adicionó a cada uno de los 

seis erlenmeyers de 50 ml. Cada uno de los  erlenmeyers  contenían:  

 

1- Solución salina 2,25 ml (Solución 10X),  Citrato de sodio 20 mM, Cloruro de 

amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un volumen final de 22,5 ml. 

2- Solución salina 2,25 ml (Solución 10X),  Carboximetilcelulosa 2,5 g/l, Cloruro 

de amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM en un volumen final de 22,5 

ml. 

3- Solución salina 2,25 ml (Solución 10X),  Citrato de sodio 2 mM, Cloruro de 

amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un volumen final de 22,5 ml. 

4- Solución salina 2,25 ml (Solución 10X),  Citrato de sodio 6 mM, Cloruro de 

amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 0,8 mM, en un volumen final de 22,5 ml.  

5- Solución salina 2,25 ml (Solución 10X),  Citrato de sodio 2 mM, 

Carboximetilcelulosa 2,5 g/l, Cloruro de amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 

0,8 mM, en un volumen final de 22,5 ml. 

6- Solución salina 2,25 ml (Solución 10X),  Citrato de sodio 6 mM, 

Carboximetilcelulosa 2,5 g/l, Cloruro de amonio 20 mM, Sulfato de magnesio 

0,8 mM, en un volumen final de 22,5 ml.  

 

El crecimiento de los microorganismos se realizó a 30ºC en baño temostatizado con 

agitación rotatoria a 120 rpm. Se tomaron alícuotas de 1 ml de los cultivos estériles, a 
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las 0 hs. (T=0), 3 hs., 5 hs., 7 hs., 24 hs. y 48 hs. Finalmente se determinó  la 

absorbancia a 540 nm. 

 

3.5. Medios de cultivos y soluciones  

 

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo fueron los siguientes: 

 

Medios Yema 

 

K2HPO4                                                                                  0,5 g 

MgSO4 . 7 H2O                                                  0,2 g 

ClNa                                                                   0,1 g 

Manitol                                                             10,0 g 

Extracto de Levadura                                         0,4 g 

Agar                                                                  17,0 g 

Agua destilada, c.s.p                                     1000 ml 

 

Se autoclava durante 20 minutos a 1 atmósfera.    

 

Medio de Castañeda (gr/l) 

 

Citrato de amonio                                          0,625 g 

NaCl                                                              0,250 g 

KH2PO4                                                         0,375 g 

MgSO4 . 7H2O                                               0,125 g      

Na2CO3                                                          0,375 g 

Glicerol                                                          6,5 ml 

 

Se ajusta a pH 6,5-7 para evitar la precipitación de la caseína. Se autoclava durante 20 

minutos a 1 atmósfera.    

 

Medio para sideróforos 

 

Cas-agar para 204,2 ml 

 

Solución A 

 

Pipes 8 buffer ácido libre, pH= 6.8                    6,8 gr 

Bacto agar                                                          3,2 gr 

Triptófano                                                          0,6 gr 

Triptona                                                             0,032 gr 

Agua destilada c.s.p                                      160 ml 

 

Se autoclava durante 20 minutos a 1 atmósfera. 

Luego se adiciona la solución B estéril a la solución A. 
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Solución B 

 

Medio MM9                                                        20ml 

CAS Stock 10X                                                   20ml 

Manitol 1 M                                                        2,0ml 

MgSO4                                                                0,1ml 

Cl2Ca (50mM)                                                    0,2ml 

Vitaminas (solución stock)                                 0,1ml 

 

La combinación de A y B se vierte en cajas de Petri. El medio CAS-agar debe presentar 

un color azul intenso. 

 

Soluciones Stock 

 

MM9 10X 

 

KH2PO4                                                              0,3gr 

NaCl                                                                   0,5gr 

NH4Cl                                                                 1,0gr 

Agua destilada c.s.p                                       100ml 

 

Solución de vitaminas  

 

Rivoflavina                                                      20mg/100ml 

Ác. P-aminobenzoíco                                      20mg/100ml 

Ác. Nicotínico                                                 20mg/100ml 

D-pantotenato de calcio                                  20mg/100ml 

Pirodoxal ClH                                                 20mg/100ml 

 

Se esteriliza por filtración.  

 

CAS  

 

a)- CAS (chromo azurol S): 60,5 mg disueltos en 50 ml agua bidestilada; agregar 10 ml 

de FeCl3.6 H2O 1mM (disuelto en HCl 10 mM). 

b)- Disolver 72,9 mg de HDTMA (Hexadecyl trimetil amonio bromoide) en 40 ml de 

agua bidestilada. 

Agregar suavemente y con ligera agitación la solución “b” a la “a”. Debe observarse un 

color azul intenso. 

 

Se autoclava durante 20 minutos a 1 atmósfera.  

 

Solución Salina (10 X) 

 

ClNa                                                                8,5mM 

PO4HNa2 . 2H2O                                           17mM 

PO4H2K anhidro                                            22mM 

Cl3Fe . 6H2O                                              0,15 mM (disolver previamente en HCl 0,1M)        

Cl2Ca . 2H2O                                                  2 mM    

pH= 7,4       
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Se autoclava durante 20 minutos a 1 atmósfera. 

 

Medio para determinar la  solubilización del fosfato tricálcico 

 

Extracto de levadura                                              2gr 

Glucosa                                                                10gr 

Fosfato tricálcico                                                   2gr 

Actidiona                                                               0,06gr 

Agar                                                                     15gr 

Agua destilada c.s.p                                        1000ml 

 

Se autoclava durante  20 minutos a 1 atmósfera. 

 

Medio para la determinación de la solubilización de fosfato monocálcico 

 

Extracto de levadura                                              2gr 

Glucosa                                                                10gr 

Fosfato monocálcico                                              2gr 

Actidiona                                                                0,06gr 

Agar                                                                     15gr 

Agua destilada c.s.p                                        1000ml 

 

Se autoclava durante 20 minutos a 1 atmósfera. 

 

Medio para la determinación de la  hidrólisis de almidón  

 

Extracto de carne                                                   3gr 

Peptona                                                                  5gr 

Almidón soluble                                                    2gr 

Agar                                                                     15gr 

Agua destilada c.s.p                                        1000ml 

pH: 7,2 

 

Disolver hasta ebullición, luego agregar el almidón y calentar de 3 a 4 minutos hasta 

observar disolución del mismo. Enfriar. 

 

Se autoclava durante 20 minutos a 1 atmósfera.          

 

Medio de cultivo para la determinación de lipasa 

 

Agar Nutritivo: 

 

Pluripeptona                                                         5 g 

Extracto de carne                                                 3 g 

Agar-agar                                                           15 g 

Agua destilada, c.s.p.                                    1000 ml 

pH = 7 

Tributirina                                                           1% 
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Esterilizar el agar nutritivo durante 20 minutos a 1 atmósfera. Agregar la  tributirina 

estéril. Agitar con Vortex, para que se forme la emulsión. El medio debe presentar un 

aspecto opaco.  

 

Medio para la determinación de lecitinasa 

 

Agar nutritivo: 

 

Pluripeptona                                                         5 g 

Extracto de carne                                                 3 g 

Agar-agar                                                           15 g 

Agua destilada, c.s.p.                                    1000 ml 

pH = 7 

Yema de huevo estéril                                        5% 

 

Desinfectar la cáscara del huevo por lavado con detergente y sumergir el huevo 10 

minutos en etanol 96º. Separar la yema de la clara y diluir la yema con igual volumen de 

solución fisiológica estéril (yema procesada). Agitar para homogenizar. Agregar un 

volumen de la yema procesada al agar nutritivo  para que la concentración sea del 10 %, 

a no más de 45 ºC para que no coagule. 

 

Medio agar papa dextroza (PDA) 

 

Papas en cubos                                                  200gr 

Agua destilada                                                1000ml 

 

Se lleva a ebullición  durante 30minutos. Se toma el líquido residual del hervor de la 

papa filtrando por gasa, y se agrega: 

 

Glucosa                                                                20gr 

Agar                                                                     20gr 

Agua destilada c.s.p                                        1000ml 

 

Se autoclava durante 20 minutos a 1 atmósfera. 

 

Medio agar tripteina soya (TSA) 

 

K2HPO4                                                              2,5 gr 

Glucosa                                                               2,5gr 

NaCl                                                                    5gr 

Triptona                                                             17gr 

Peptona de soya                                                  3gr 

Agar                                                                  15gr 

Agua destilada c.s.p                                        1000ml               

 

Se autoclava durante 20 minutos a 1 atmósfera. 
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4.1. Determinación de las Características PGPRs 

4.1.a.  Producción de sideróforos 

Los sideróforos son metabolitos secundarios de bajo peso molecular, producidos por 

algunos microorganismos, actúan como quelantes del ión férrico con alta afinidad por el 

mismo. Los sideróforos forman complejos con el hierro insoluble en el suelo. Las bacterias 

incorporan el complejo sideróforo-Fe
+3

al interior de las mismas, donde el ión férrico se 

reduce a ión ferroso, quedando de este modo a disposición de la misma. De esta manera, los 

sideróforos  disminuyen la concentración de hierro en el suelo, la que no es suficiente para 

el crecimiento de patógenos, pero si el de la planta. Debido a esta propiedad,  la producción 

de sideróforos es una importante característica PGPR. 

En la tabla I se observa la producción de sideróforos por diversos microorganismos. Los 

microorganismos productores y en orden decreciente fueron Pseudomona fluorescens 

(Rizofos, producto comercial), Pseudomona aurantiaca, Pseudomona pútida, Pseudomona  

fluorescens chao y  Pseudomona  fluorescens pf5,  mientras que  Pseudomona fluorescens 

wcs 417r, Azospirillum spp. y  Serratia marcenses wf no los produjeron. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla I: La producción de sideróforos se pone en evidencia por la capacidad de los 

microorganismos para cambiar la coloración del medio de color azul intenso, con  la 

aparición de un halo de color naranja alrededor de la colonia, debido a que los sideróforos 

capturaran el hierro insoluble que está ligado en el complejo hierro-colorante. Las 

determinaciones se realizaron por duplicado. S.D: desviación estándar. 

Bacterias Diámetro del halo en Cm ± S.D 

Pseudomona aurantiaca 1,5 ± 0,1 

Pseudomona pútida 1,0 ± 0,1 

Pseudomona fluorescens chao 0,8 ± 0,1 

Pseudomona  fluorescens pf5 0,7 ± 0,1 

Pseudomona fluorescens wcs 417r Negativo 

Pseudomona fluorescens (Rizofos) 3,0 ± 0,1 

Azospirillum spp. Negativo 

Serratia marcenses wf Negativo 
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4.1.b. Producción cualitativa del ácido indol acético  (AIA) y/o análogos 

El mecanismo de acción directo de las PGPRs  por excelencia, es la producción de 

fitohormonas (Brown, 1974; Tien et al., 1979). Algunas especies de los géneros 

Pseudomonas, Azospirillum y Bacillus liberan ácido indol-acético (AIA), giberelinas o 

citoquininas en la rizósfera de las plantas, ejerciendo un efecto estimulador del crecimiento, 

especialmente cuando está en el estado de plántula (Brown, 1974; Nieto y Frankenberger, 

1989; Lebhum et al., 1994). 

La tabla II muestra la producción de ácido indol acético (AIA) por diversas bacterias. 

Todas las bacterias fueron productoras de ácido indol acético (AIA). 

 

 

 

 

  

 

 

 

Bacterias Resultados 

Pseudomona aurantiaca Positivo 

Pseudomona  pútida Positivo 

Pseudomona fluorescens chao Positivo 

Pseudomona fluorescens pf5 Positivo 

Pseudomona fluorescens wcs 417r Positivo 

Pseudomona fluorescens (Rizofos) Positivo 

Azospirillum spp. Positivo 

Foto Nº 1: Producción de sideróforos por diversos microorganismos. La colonia indicada por la flecha 

corresponde a Pseudomona aurantiaca, el resto en sentido horario corresponde a: Pseudomona pútida, 

Pseudomona fluorescens chao, Pseudomona fluorescens pf5, Pseudomona fluorescens wcs 417r, 

Pseudomona fluorescens (Rizofos), Azospirillum spp. y Serratia marcenses wf. 
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Tabla II: Producción de ácido indol acético (AIA). Las bacterias productoras de AIA 

generan  una coloración rosa cuando  se agrega el reactivo de Salkosky sobre los  discos de 

nitrocelulosa. La determinación del AIA se realizó de forma cualitativa y por duplicado. 

Los resultados del ensayo fueron coincidentes.  

4.1.c. Producción de ácido cianhídrico 

 El principal mecanismo de acción del ácido cianhídrico es mediante la inhibición directa 

del crecimiento de los hongos (Blumer y Hass, 2000), en cuyo caso, el efecto de la bacteria 

podría compararse al rol del ácido cianhídrico en los mecanismos de defensa de las plantas. 

Su acción  es la de inhibir la citocromo C oxidasa terminal de la cadena respiratoria. Los 

efectos inmediatos son una reducción de las actividades metabólicas de los 

microorganismos patógenos. 

En la tabla III se muestran los resultados obtenidos cuando se determinó la producción de 

ácido cianhídrico por diversas bacterias. De las siete bacterias ensayadas, solo tres de ellas, 

Pseudomona aurantiaca, Pseudomona fluorescens chao y Pseudomona fluorescens pf5 

presentaron esta característica PGPR, como es la producción ácido cianhídrico. 

 

Tabla III: Producción de ácido cianhídrico por diversos microorganismos. Las bacterias 

productoras de ácido cianhídrico generan un cambio de color en el papel de filtro del 

amarillo al naranja. Las determinaciones se realizaron en forma cualitativa y por duplicado. 

Los resultados del ensayo fueron coincidentes. 

 

Bacterias Resultados 

Pseudomona aurantiaca Positivo (+++) 

Pseudomona  pútida Negativo 

Pseudomona fluorescens chao Positivo (+) 

Pseudomona fluorescens pf5 Positivo (++) 

Pseudomona fluorescens wcs 417r Negativo 

Pseudomona fluorescens (Rizofos) Negativo 

Azospirillum spp. Negativo 
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4.1.d. Producción de exopolisacáridos 

La producción de polisacáridos extracelulares juega un rol importante en la formación de 

biofilms bacterianos, por ejemplo, una cepa mutante de Pseudomona fluorescens chao con 

una producción incrementada de polisacáridos celulares acídicos, comparada con una cepa 

biocontrol tipo salvaje, formó una capa bacteriana densa e irregular sobre las raíces de la 

zanahoria, y de las estructuras fungales correspondientes al hongo micorritico Glomus 

intraradices. A su vez la cepa salvaje se adhirió muy poco a todas las superficies 

(Bianciotto et al., 2001). La producción de exopolisacáridos, conjuntamente con una amplia 

variedad de proteínas, glicoproteínas y glicolípidos y en algunos casos sorprendentemente 

DNA extracelular (e-DNA), agrupados como sustancias poliméricas extracelulares (EPS), 

contribuyen a la formación de biofilms. Estos biopolímeros EPS, están altamente 

hidratados y forman una matriz, la cual le permite a las células del biofilm mantenerse 

juntas y retener el agua. Esta matriz interactúa con el ambiente, por ejemplo uniendo el 

biofilm a las superficies, y mediante sus propiedades de absorción le permite al mismo 

secuestrar sustancias disueltas en el ambiente, proveyendo de este modo nutrientes para los 

organismos del biofilm (Flemming et al., 2007). La producción de polisacáridos en 

Pseudomonas aeruginosa está relacionada con la formación de biofilms, y a su vez con la 

persistencia infecciosa de este patógeno (Ryder et al., 2007). La formación de biofilms, en 

la cual están involucrados entre otros los polisacáridos extracelulares, le permitiría a un 

microorganismo PGPR una mayor adhesividad y persistencia en la rizósfera, para ejercer su 

efecto de biocontrol y/o sobre el crecimiento. 

Foto Nº 2: Producción de ácido cianhídrico (CNH) por diversos microorganismos. La placa en la parte 

superior y a la izquierda corresponde a Pseudomona pútida, en la que no se observa producción de CNH. 

En la placa de la parte superior a la derecha se observa la producción CNH por Pseudomona aurantiaca. La 

placa de la parte inferior a la izquierda corresponde a la producción de CNH por Pseudomona fluorescens 

pf5. Abajo a la derecha producción de CNH por Pseudomona fluorescens chao. La liberación de CNH, para 

las tres cepas positivas, en orden decreciente corresponde a  Pseudomona aurantiaca, Pseudomona 

fluorescens pf5 y Pseudomona fluorescens chao, según se observa en la foto, y que se indica en la tabla III. 
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La tabla IV muestra los resultados obtenidos con respecto a la producción de 

exopolisacáridos. Pseudomona pútida, Pseudomona fluorescens chao, Pseudomona 

fluorescens pf5, Pseudomona fluorescens (Rizofos, producto comercial) y Serratia 

marcenses wf  produjeron exopolisacáridos, pero en  magnitud diferente. La mayor 

productora fue Serratia marcenses wf y la menos productora fue Pseudomona fluorescens 

(Rizofos, producto comercial). 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla IV: Producción de exopolisacáridos por diversos microorganismos. Los signos 

indican la intensidad de la fluorescencia a 350 nm. Las determinaciones se realizaron por 

duplicado y los resultados fueron coincidentes. 

 

 

Bacterias Fluorescencia a 350 nm 

Pseudomona aurantiaca Negativo 

Pseudomona pútida ++ 

Pseudomona  fluorescens chao ++ 

Pseudomona fluorescens pf5 ++ 

Pseudomona  fluorescens wcs 417r Negativo 

Pseudomona fluorescens (Rizofos) + 

Azospirillum spp. Negativo 

Serratia  marcenses wf +++ 

Foto Nº 3: La placa muestra la intensidad de la fluorescencia a 350 nm, que corresponde a la 

producción de exopolisacáridos por diversos microorganismos. La flecha indica Pseudomona 

fluorescens (Rizofos), y en sentido horario Pseudomona fluorescens pf5, Pseudomona 

fluorescens wcs 417r y Serratia marcenses wf. Con la excepción de Pseudomona fluorescens wcs 

417 r, las tres restantes son productoras de exopolisacáridos, aunque en distinta magnitud, según 

se observa en la foto y como  se indica en la tabla IV. 
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4.1.e. Solubilización del fosfato tricálcico 

La solubilización del fosfato se lleva a cabo mediante la producción de ácidos orgánicos 

tales como láctico, glucólico, cítrico, maleíco y otros (Sperber, 1958). Esta solubilización 

permite una mayor disponibilidad de fósforo para la planta y por lo tanto un mayor 

crecimiento (Chabot et al., 1993; Kucey et al., 1989). 

En la tabla V se observa la capacidad de diversos microorganismos para solubilizar el 

fosfato tricálcico. Pseudomona pútida, Pseudomona fluorescens chao, Pseudomona 

fluorescens pf5, Pseudomona fluorescens wcs 417r  presentaron una buena e igual aptitud 

para la solubilización del fosfato, mientras que Pseudomona fluorescens (Rizofos, producto 

comercial) mostró una aptitud inferior. Pseudomona aurantiaca y Azospirillum spp. fueron 

incapaces de solubilizar el fosfato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla V: Solubilización del fosfato tricálcico por diversos microorganismos. Las bacterias  

solubilizadoras presentaron un halo claro alrededor de las colonias. Las determinaciones se 

realizaron por duplicado. S.D: desviación estándar. 

4.1.f. Solubilización del fosfato monocálcico 

En la tabla VI se observa la capacidad de diversos micoorganimos de solubilizar el fosfato 

monocálcico. Pseudomona pútida, Pseudomona fluorescens chao, Pseudomona fluorescens 

pf5, Pseudomona fluorescens wcs 417r presentaron una buena e igual aptitud para la 

solubilización de fosfato mientras que Pseudomona fluorescens (Rizofos, producto 

comercial) mostró una aptitud inferior. Pseudomona aurantiaca y Azospirillum spp. fueron 

incapaces de solubilizar el fosfato.  De este modo los resultados fueron idénticos a los 

obtenidos con fosfato tricálcico. En base a estos resultados resulta concluyente que para 

Bacterias Diámetro del halo en Cm ± S.D 

Pseudomona  aurantiaca Negativo 

Pseudomona  pútida 2,6 ± 0,1 

Pseudomona  fluorescens chao 2,6 ± 0,1 

Pseudomona  fluorescens pf5 2,6 ± 0,1 

Pseudomona  fluorescens wcs 417r 2,6 ± 0,1 

Pseudomona  fluorescens (Rizofos) 1,3 ± 0,1 

Azospirillum spp. Negativo 
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demostrar la capacidad solubilizadora de fosfato es indistinto utilizar fosfato  tricálcico o 

fosfato monocálcico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla VI: Los resultados de la  solubilización del fosfato monocálcico fueron idénticos  a 

los obtenidos con  fosfato tricálcico. Las determinaciones se realizaron por duplicado. S.D: 

desviación estándar. 

4.2. Determinación de diversas actividades enzimáticas 

4.2.a. Determinación de la actividad caseinolítica (proteolítica) 

Muchas plantas responden al ataque de patógenos sintetizando proteínas que pueden 

hidrolizar las paredes celulares de algunos hongos. De manera similar, ciertas PGPR 

producen enzimas, incluidas quitinasas, β-1,3-glucanasas, proteasas y lipasas, que pueden 

lisar células fúngicas (Chet e Inbar, 1994). La determinación de proteasas y lipasas de 

microorganismos es importante como característica PGPR. 

En la tabla VII se observa la capacidad de diversos microorganismos para hidrolizar la 

caseína. Pseudomona  aurantiaca, Pseudomona pútida, Pseudomona fluorescens (Rizofos, 

producto comercial),  Pseudomona fluorescens wcs 417r  y  Serratia marcenses wf  la  

hidrolizaron. Los dos últimos microorganismos mencionados mostraron una mayor aptitud. 

Pseudomona fluorescens chao, Pseudomona fluorescens pf5 y Azospirillum spp. no la 

hidrolizaron. 

 

Bacterias Diámetro del halo en Cm ± S.D 

Pseudomona  aurantiaca Negativo 

Pseudomona  pútida 2,6 ± 0,1 

Pseudomona  fluorescens chao 2,6 ± 0,1 

Pseudomona  fluorescens pf5 2,6 ± 0,1 

Pseudomona fluorescens wcs 417r 2,6 ± 0,1 

Pseudomona fluorescens (Rizofos) 1,6 ± 0,1 

Azospirillum spp. Negativo 



                                                                                                                   Resultados y Discusión 

Página 41 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla VII: Actividad proteolítica de diversos microorganismos. Las bacterias que 

hidrolizaron la caseína produjeron un halo claro alrededor de las colonias. Las  

determinaciones se realizaron por duplicado. S.D: desviación estándar. 

4.2.b. Determinación de lipasa  

La tabla VIII muestra la actividad lipasa de diversas bacterias. En mayor o menor grado 

todas las bacterias presentaron actividad. Las de menor actividad fueron Pseudomona 

fluorescens pf5, Pseudomoma fluorescens wcs 417 r y Serratia marcenses wf. El resto 

presentó una importante actividad lipasa. 

Bacterias Placa 1 Placa 2 

Pseudomona aurantiaca ++ ++ 

Pseudomona pútida ++ +++ 

Pseudomona  fluorescens chao +++ ++ 

Pseudomona fluorescens pf5 ++ + 

Pseudomona  fluorescens wcs 417r + + 

Pseudomona fluorescens (Rizofos) ++ ++ 

Azospirillum spp. +++ +++ 

Serratia  marcenses wf + + 

 

Tabla VIII: Actividad lipasa de diversas bacterias. Se utilizó  tributirina como sustrato. La 

actividad enzimática se visualizó por  la formación de un halo claro alrededor de la colonia. 

Bacterias Diámetro del halo en Cm ± S.D 

Pseudomona aurantiaca 3,3 ± 0,1 

Pseudomona  pútida 3,2 ± 0,1 

Pseudomona fluorescens chao Negativo 

Pseudomona fluorescens pf5 Negativo 

Pseudomona fluorescens wcs 417r 3,6 ± 0,1 

Pseudomona fluorescens (Rizofos) 3,2 ± 0,1 

Azospirillum spp. Negativo 

Serratia  marcenses wf 3,7 ± 0,1 



                                                                                                                   Resultados y Discusión 

Página 42 
 

Los signos indican la magnitud del halo. Las determinaciones se realizaron por duplicado y 

los resultados fueron prácticamente coincidentes. 

4.2.c. Determinación de lecitinasa  

Las bacterias que producen  fosfolipasa C, dependiente de Zn, hidrolizan la lecitina 

(fosfatidilcolina) liberando un diacilglicerido y la fosforilcolina, la que posteriormente 

puede liberar fosfato y colina merced a la acción de una colina fosfatasa. La producción de 

fosfolipasa se considera una característica PGPR, dado que permite liberar el fosfato 

orgánico del fosfolípido, e incorporarlo al suelo.   

La tabla IX muestra la capacidad de diversos microorganismos para hidrolizar la lecitina, 

mediante la producción de lecitinasa. Las únicas bacterias capaces de hidrolizar la lecitina, 

con la  formación  de un  halo opaco alrededor de la colonia,  fueron: Pseudomona 

fluorescens chao,  Azospirillum spp. y  Serratia marcenses wf. A su vez esta prueba  

también permite la determinación de lipasa por la formación de un halo claro externo y 

contiguo  al halo opaco. Todas las bacterias ensayadas presentaron dicho halo, lo que 

confirmó la presencia de lipasa en forma coincidente con los resultados obtenidos en la 

tabla VIII, cuando se utilizó tributirina como sustrato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla IX: Actividad lecitinasa de diversos microorganismos. Las bacterias productoras 

formaron un halo claro alrededor de las colonias. Las determinaciones se realizaron por 

duplicado y fueron coincidentes. 

 

4.2.d. Determinación de celulasa  

En la tabla X se puede observar la capacidad de diversos microorganismos para hidrolizar 

la celulosa. Ninguno de los microorganismos testeados degradó la celulosa con la 

excepción de Bradyrhizobium spp. C145 que se utilizó como control. 

Bacterias Placa 1 Placa 2 

Pseudomona  aurantiaca - - 

Pseudomona pútida - - 

Pseudomona  fluorescens chao + + 

Pseudomona  fluorescens pf5 - - 

Pseudomona  fluorescens wcs 417r - - 

Pseudomona fluorescens (Rizofos) - - 

Azospirillum spp. + + 

Serratia  marcenses wf + + 
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Tabla X: Actividad celulasa de diversos microorganismos. El único microorganismo que 

exhibió una zona clara de degradación alrededor de la colonia y que se utilizó como control 

fue Bradyrhizobium spp. C145. Las determinaciones se realizaron por duplicado y los 

resultados  fueron coincidentes. 

 

 

 

 

 

 

 

Bacterias Resultados 

Pseudomona aurantiaca Negativo 

Pseudomona pútida Negativo 

Pseudomona fluorescens chao Negativo 

Pseudomona  fluorescens pf5 Negativo 

Pseudomona fluorescens wcs 417r Negativo 

Pseudomona fluorescens (Rizofos) Negativo 

Bradyrhizobium japonicum Negativo 

Bradyrhizobium spp. C145 Positivo 

Foto Nº 4: Producción de celulasa por Bradyrhizobium spp. C 145. En la placa se 

observa una zona clara que corresponde a la actividad celulasa del microorganismo. 
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4.2.e. Producción de amilasas 

En la  tabla XI se observa que ninguno de los microorganismos ensayados  hidrolizó el 

almidón.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla XI: Hidrólisis del almidón por diversas bacterias. En ningún caso se observó un halo 

claro alrededor de la estría sembrada en un medio suplementado con almidón y teñido con 

iodo. Las determinaciones se realizaron por duplicado y los resultados fueron coincidentes. 

 

 

 

Bacterias Resultados 

Pseudomona aurantiaca Negativo 

Pseudomona  pútida Negativo 

Pseudomona fluorescens chao Negativo 

Pseudomona fluorescens pf5 Negativo 

Pseudomona fluorescens wcs 417r Negativo 

Pseudomona fluorescens (Rizofos) Negativo 

Foto Nº 5: En la placa correspondiente a Pseudomona aurantiaca, no se  

observa la formación de un  halo claro, correspondiente a la actividad  celulasa.  
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4.3. Inhibición del crecimiento de hongos fitopatógenos por diferentes bacterias  

 Se realizaron  ensayos  de inhibición del crecimiento “in vitro” de diferentes hongos 

causantes de diversas enfermedades en cultivos de interés agronómico,  mediante bacterias 

diferentes. Los hongos utilizados fueron: Fusarium solani, Fusarium graminearum, 

Fusarium verticilloides, Fusarium virguliforme y Macrophomina phaseolina. Las pruebas 

de inhibición del crecimiento de los hongos se realizaron de dos maneras con respecto a la 

exposición bacterias-hongos. Simultánea: bacterias + hongos expuestos al mismo tiempo. 

No Simultánea: las bacterias se sembraron 48 hs. antes de enfrentarla a los diferentes 

hongos fitopatógenos. La prueba no simultánea se realizó debido a que algunos 

microorganismos necesitan de un tiempo prolongado de crecimiento, en ausencia del 

patógeno, para que se produzcan aquellos metabolitos secundarios responsables de la 

inhibición del crecimiento. 

 

En el gráfico Nº 1 se observa la inhibición del crecimiento de Fusarium solani por diversas 

bacterias, mediante  las pruebas simultánea y no simultánea. 

La inhibición del crecimiento de  Fusarium solani por parte de las  bacterias fue variada. Se 

observó una mayor inhibición, en la prueba no simultánea, por Pseudomona fluorescens 

(Rizofos, producto comercial) y por Serratia marcenses wf, superior al 60%.  Hay una 

diferencia importante en los porcentajes de inhibición cuando se utilizó  la prueba 

simultánea y la prueba no simultánea, con respecto a las bacterias Pseudomona fluorescens 

chao, Azospirillum spp. y Serratia marcenses wf, siendo los mismos superiores en la prueba 

no simultánea.  

 

Foto Nº 6 : En la imagen de la placa a la izquierda se observa la actividad amilasa 

correspondiente a Azospirillum spp., la que resultó negativa. A la derecha una 

placa control sin inocular. 
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Gráfico Nº 1: porcentajes de inhibición del crecimiento de Fusarium solani en la prueba 

simultánea           y en la prueba no simultánea              correspondiente a: 1- Pseudomona 

aurantiaca, 2- Pseudomona pútida, 3- Pseudomona fluorescens chao, 4- Pseudomona 

fluorescens (Rizofos, producto comercial), 5- Pseudomona fluorescens pf5, 6- Pseudomona 

fluorescens wcs 417r, 7- Azospirillum spp. y 8- Serratia marcenses wf.  Las 

determinaciones se realizaron por duplicado. Las barras corresponden a  la desviación 

estándar. 

 

En el gráfico Nº 2 se observa la inhibición del crecimiento de Fusarium verticilloides  

mediante diversos microorganismos, con respecto a  las pruebas simultánea y no 

simultánea. 

Se observa una importante inhibición del crecimiento de  Fusarium verticilloides por parte 

de las diferentes bacterias. Los mayores  porcentaje de inhibición tanto en la prueba 

simultánea como en la no simultánea fueron significativamente superiores cuando el hongo 

fue enfrentado a Pseudomona  fluorescens chao,  Pseudomona  fluorescens (Rizofos, 

producto comercial) y Serratia marcenses wf.  Los mayores porcentajes de inhibición con 

respecto a la prueba simultánea fueron generados por las bacterias Pseudomona  

fluorescens chao, Pseudomona  fluorescens (Rizofos, producto comercial) y Serratia 

marcenses wf, superando el 50% de inhibición. Con respecto a la prueba no simultánea,  los 

mayores porcentajes de inhibición correspondieron a las bacterias Pseudomona fluorescens 

(Rizofos, producto comercial) y Serratia marcenses wf,   que superaron el 60%. 
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Gráfico Nº 2: porcentajes de inhibición del crecimiento de Fusarium verticilloides en la 

prueba simultánea            y en la prueba no simultánea             correspondiente a: 1- 

Pseudomona aurantiaca, 2- Pseudomona  pútida, 3- Pseudomona  fluorescens chao, 4- 

Pseudomona fluorescens (Rizofos, producto comercial), 5- Pseudomona  fluorescens pf5, 

6- Pseudomona  fluorescens wcs 417r, 7- Azospirillum spp. y  8- Serratia marcenses wf. 

Las determinaciones se realizaron por duplicado. Las barras corresponden a la desviación 

estándar. 

 

En el gráfico Nº 3 se observa la inhibición del crecimiento de Fusarium graminearum   

mediante diversos microorganismos,  utilizando  las pruebas simultánea y no simultánea. 

Todas las bacterias produjeron porcentajes de inhibición sobre el crecimiento de Fusarium 

graminearum que superaron el 50%. En todos los casos los porcentajes de inhibición en la 

prueba no simultánea superaron a los de la prueba simultánea. 
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Gráfico Nº 3: porcentajes de inhibición del crecimiento de Fusarium graminearum en la 

prueba simultánea             y en la prueba no simultánea             correspondiente a: 1- 

Pseudomona aurantiaca, 2- Pseudomona pútida, 3- Pseudomona fluorescens chao, 4- 

Pseudomona fluorescens (Rizofos, producto comercial), 5- Pseudomona fluorescens pf5, 6- 

Pseudomona fluorescens wcs 417r, 7- Azospirillum spp., 8- Serratia marcenses wf. Las 

determinaciones se realizaron por duplicado. Las barras corresponden a la desviación 

estándar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto N° 7 : Control  de crecimiento de 

Fusarium graminearum 
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En el gráfico Nº 4 se observa la inhibición del crecimiento de Fusarium virguliformes  

mediante diversos microorganismos, utilizando   las pruebas simultánea y no simultánea. 

Todas las bacterias generaron porcentajes de inhibición superiores al 50%  en la prueba 

simultánea, con la excepción de Azospirillum spp. y Serratia marcenses wf . En todos los 

casos los porcentajes de inhibición de la prueba no simultánea fueron superiores a los de la 

prueba simultánea y en particular en el caso de Pseudomona fluorescens wcs 417 r y 

Azospirillum spp. fueron muy superiores. 

Foto N° 8: Inhibición del crecimiento de 

Fusarium graminearum por Pseudomona 

fluorescens wcs 417 r. Prueba no simultánea. 

Foto N° 9: Inhibición del crecimiento de 

Fusarium graminearum por Pseudomona 

fluorescens wcs 417 r. Prueba simultánea. 
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Gráfico Nº 4: porcentajes de inhibición del crecimiento de Fusarium virguliforme en la 

prueba simultánea             y en la prueba no simultánea              correspondiente a: 1- 

Pseudomona aurantiaca, 2- Pseudomona  pútida, 3- Pseudomona fluorescens chao, 4- 

Pseudomona fluorescens (Rizofos, producto comercial), 5- Pseudomona fluorescens pf5, 6- 

Pseudomona fluorescens wcs 417r, 7- Azospirillum spp., 8- Serratia marcenses wf. Las 

determinaciones se realizaron por duplicado. Las barras indican la desviación estándar. 

 

 

En el gráfico Nº 5 se observa la inhibición del crecimiento de Macrophomina phaseolina   

mediante diversos microorganismos, utilizando  las pruebas simultánea y no simultánea. 

Los porcentajes de inhibición en la prueba simultánea  superaron en todos los casos el 55%, 

con  la excepción de Azospirillum spp. y Serratia marcenses wf. En todos los casos, los 

porcentajes de inhibición  de la prueba no simultánea fueron superiores que los de la prueba 

simultánea.  
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Gráfico Nº 5: porcentajes de inhibición del crecimiento de Macrophomina phaseolina en la 

prueba simultánea             y en la prueba no simultánea             correspondiente a: 1- 

Pseudomona aurantiaca, 2- Pseudomona pútida, 3- Pseudomona fluorescens chao, 4- 

Pseudomona fluorescens (Rizofos, producto comercial), 5- Pseudomona fluorescens pf5, 6- 

Pseudomona fluorescens wcs 417r, 7- Azospirillum spp., 8- Serratia marcenses wf. Las 

determinaciones se realizaron por duplicado. Las barras corresponden a la desviación 

estándar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto N° 10: Control de crecimiento de Macrophomina 

phaseolina. 
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4.4. Crecimiento de los microorganismos en diferentes condiciones 

4.4.a. Crecimiento de Pseudomona  aurantiaca utilizando como  única fuente de 

carbono carboximetilcelulosa (CMC)  o citrato de sodio. 

En el gráfico Nº 6 se puede observar el crecimiento de Pseudomona aurantiaca en función 

del tiempo cuando se utilizó carboximetilcelulosa (CMC) o citrato de sodio como única 

fuente de carbono y cloruro de amonio como fuente de nitrógeno. Cuando se utilizó citrato 

de sodio como única fuente de carbono, se puede observar un fase de latencia de 

aproximadamente 5 horas, seguida por una fase exponencial. En cambio cuando se utilizó 

carboximetilcelulosa (CMC) como única fuente de carbono, la bacteria permaneció en fase 

de latencia. En este último caso es evidente que la bacteria no puede utilizar la 

carboximetilcelulosa como  fuente de carbono.   

 

Foto N° 11: Inhibición del crecimiento de 

Macrophomina phaseolina por Pseudomona 

fluorescens (Rizofos, producto comercial). Prueba 

simultánea. 

Foto N° 12: Inhibición del crecimiento de 

Macrophomina phaseolina por Pseudomona 

fluorescens (Rizofos, producto comercial). Prueba 

no simultánea. 
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Gráfico Nº 6: crecimiento de Pseudomona aurantiaca en función del tiempo. Las bacterias 

se incubaron en un medio líquido que contenía cloruro de amonio 20 mM  y citrato de 

sodio 20 mM  ——  o cloruro de amonio 20 mM  y carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 gr/l   

—■—. 

 

4.4.b. Crecimiento de Pseudomona  pútida utilizando como única fuente de carbono 

carboximetilcelulosa (CMC)  o citrato de sodio.  

En el gráfico Nº 7 se puede observar el crecimiento de Pseudomona pútida en función del 

tiempo cuando se utilizó carboximetilcelulosa (CMC) o citrato de sodio como única fuente 

de carbono y cloruro de amonio como fuente de nitrógeno. Cuando se utilizó citrato de 

sodio como única fuente de carbono, se puede observar un fase de latencia de 

aproximadamente 5 horas, seguida por una fase exponencial. En cambio cuando se utilizó 

carboximetilcelulosa (CMC) como única fuente de carbono la bacteria no se multiplicó. 
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Gráfico Nº 7: crecimiento de Pseudomona pútida en función del tiempo. Las bacterias se 

incubaron en un  medio líquido que contenía cloruro de amonio 20 mM y citrato de sodio 

20 mM  ——   o cloruro de amonio 20 mM y carboximetilcelulosa (CMC)  0,25 gr/l         

—■—. 

 

4.4.c. Crecimiento de Pseudomona  fluorescens pf5 utilizando como  única fuente de 

carbono  carboximetilcelulosa (CMC)  o citrato de sodio.  

En el gráfico Nº 8 se puede observar el crecimiento de Pseudomona fluorescens pf5 en 

función del tiempo cuando se utilizó carboximetilcelulosa (CMC) o citrato de sodio como 

única fuente de carbono y cloruro de amonio como fuente de nitrógeno. Cuando se utilizó 

citrato de sodio como única fuente de carbono, se puede observar un fase de latencia de 

aproximadamente 5 horas, seguida por una fase exponencial. En cambio cuando se utilizó 

carboximetilcelulosa (CMC) como única fuente de carbono la bacteria permaneció en fase 

de latencia, y por lo tanto no se multiplicó.   
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Gráfico Nº 8: crecimiento de Pseudomona fluorescens pf5 en función del tiempo. Las 

bacterias se incubaron en un medio líquido que contenía cloruro de amonio 20 mM  y 

citrato de sodio 20 mM  ——     o cloruro de amonio 20 mM  y carboximetilcelulosa 

(CMC) 0,25gr/l  —■—. 

 

4.4.d. Crecimiento de Pseudomona fluorescens wcs 417r utilizando como única fuente 

de carbono carboximetilcelulosa (CMC) o citrato de sodio. 

En el gráfico Nº 9 se puede observar el crecimiento de Pseudomona fluorescens wcs 417r 

en función del tiempo cuando se utilizó carboximetilcelulosa (CMC) o citrato de sodio 

como única fuente de carbono y cloruro de amonio como fuente de nitrógeno. Cuando se 

utilizó citrato de sodio como única fuente de carbono, se puede observar una fase de 

latencia corta, seguida por una fase exponencial. En cambio cuando se utilizó 

carboximetilcelulosa (CMC) como única fuente de carbono la bacteria no se multiplicó.   
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Gráfico Nº 9: crecimiento de Pseudomona fluorescens wcs 417 r en función del tiempo. 

Las bacterias se incubaron en un medio líquido que contenía cloruro de amonio 20 mM  y 

citrato  de sodio 20 mM ——   o cloruro de amonio 20 mM  y carboximetilcelulosa 

(CMC)  0,25 gr/l —■—. 

De manera coincidente y según los gráficos 6, 7, 8 y 9, Pseudomona aurantiaca, 

Pseudomona pútida, Pseudomona fluorescens pf5 y Pseudomona wcs 417r pueden utilizar 

el citrato de sodio como única fuente de carbono, pero no la carboximetilcelulosa, lo que 

indicaría que estas bacterias carecen de celulasa. Estos resultados son coincidentes con los 

de la tabla X, que corresponden a los de la actividad celulasa en placa. 
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4.4.e. Crecimiento de Pseudomona  fluorescens wcs 417r con diferentes fuentes de 

carbono. 
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Gráfico Nº 10:  crecimiento de Pseudomona fluorescens wcs 417 r, en medio líquido y en 

presencia de citrato de sodio 20 mM y cloruro de amonio 20 mM ——; citrato de sodio 10 

mM, celulosa 2,5 g/l y cloruro de amonio 20 mM —♦—; citrato de sodio 10mM, 

carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 g/l y cloruro de amonio 20mM —*—; citrato de sodio 2 

mM y cloruro de amonio 20 mM  —▼—; citrato de sodio 2 mM, celulosa 2,5 g/l y cloruro 

de amonio 20 mM —×—; citrato de sodio 2 mM, carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 g/l y 

cloruro de amonio 20 mM —+—; celobiosa 20 mM y cloruro de amonio 20 mM —■—; 

carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 g/l y cloruro de amonio 20mM  —▲—.      

En el gráfico número 10 se puede observar el crecimiento de  Pseudomona fluorescens wcs 

417 r en un medio líquido, manteniendo constante la fuente de nitrógeno y variando el tipo 

y concentración de las diferentes fuentes de carbono. Cuando se utilizó  citrato de sodio 20 

mM como única fuente de carbono y cloruro de amonio 20 mM como única fuente de 

nitrógeno, el gráfico muestra una fase  exponencial que alcanza un máximo a las 24 horas,  

mientras que cuando la concentración de  citrato de sodio se redujo a la mitad (10 mM) y se 

adicionó celulosa (2,5 g/l) como fuente de carbono alternativa, el crecimiento fue inferior al 

caso anterior debido a que la concentración del citrato de sodio disminuyó de 20 mM  a 10 

mM. En base a este resultado se puede inferir que la bacteria no puede utilizar la celulosa 

como fuente de carbono. Cuando se determinó el crecimiento en condiciones similares al 

caso anterior, pero se utilizó como fuente de carbono alternativa carboximetilcelulosa, el 

resultado fue similar, indicando que la bacteria no puede utilizar la carboximetilcelulosa 
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como fuente de carbono. Cuando se utilizó citrato de sodio 2 mM como fuente de carbono 

el crecimiento fue inferior, mientras que cuando a dicha concentración de citrato de sodio 

se le adicionó celulosa 2,5 g/l como fuente alternativa de carbono, no hubo incremento del 

crecimiento, lo que confirma que la bacteria no puede utilizar la celulosa como fuente de 

carbono. Cuando al medio contenía citrato de sodio 2 mM se le adicionó 

carboximetilcelulosa (0,25 g/l), el crecimiento tal como se indica en el gráfico 10, no 

superó al control que contenía únicamente  citrato de sodio 2 mM,  lo que confirma que la 

bacteria no utiliza la carboximetilcelulosa como fuente de carbono. Cuando se determinó el 

crecimiento bacteriano tanto en un medio que contenía como única fuente de carbono 

carboximetilcelulosa (0,25 g/l), o celobiosa (20 mM)  no hubo crecimiento, lo que indicaría  

que la bacteria tampoco  puede utilizar la celobiosa como fuente de carbono.  

4.4.f. Crecimiento de Pseudomona  aurantiaca con diferentes fuentes de carbono 
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Gráfico Nº 11: citrato de sodio 20 mM y cloruro de amonio 20 mM —■— ; 

carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 g/l y cloruro de amonio 20 mM  ——; citrato de sodio 2 

mM y cloruro de amonio 20 mM—▲—; carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 g/l, citrato de 

sodio 6 mM y cloruro de amonio 20 mM —+—; carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 g/l, 

citrato de sodio 2mM y cloruro de amonio 20 mM —♦— ; citrato de sodio 6 mM y cloruro 

de amonio 20 mM —▼—. 

En el gráfico número 11 se puede observar  el crecimiento de Pseudomona aurantiaca en 

diferentes condiciones con respecto a la fuente de carbono. Se puede observar que con una 

concentración de citrato de sodio 20 mM, la bacteria alcanza un crecimiento máximo a las 
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24 horas. Cuando la concentración de citrato de sodio  disminuyó a 6 mM el crecimiento 

fue menor. Cuando al medio que contenía citrato de sodio 6 mM se le adicionó 

carboximetilcelulosa (0,25 g/l)  no se observó incremento del crecimiento, lo que indica 

que la bacteria no puede utilizar la carboximetilcelulosa como fuente de carbono. Cuando la 

concentración de citrato  disminuyó a 2 mM el crecimiento obviamente fue menor. Un 

resultado similar se obtuvo cuando además de citrato de sodio 2 mM se adicionó 

carboximetilcelulosa (0,25 g/l). Cuando la bacteria creció con carboximetilcelulosa 

(0,25g/l) como única fuente de carbono no se observó crecimiento. 

4.4.g. Crecimiento de Pseudomona fluorescens chao con diferentes fuentes de carbono 
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Gráfico Nº 12: citrato de sodio 20 mM y cloruro de amonio 20 mM —■— ; 

carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 g/l y cloruro de amonio 20 mM  ——; citrato de sodio 2 

mM y cloruro de amonio 20 mM—▲—; carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 g/l, citrato de 

sodio 6 mM y cloruro de amonio 20 mM —+—; carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 g/l, 

citrato de sodio 2mM y cloruro de amonio 20 mM—♦— ; citrato de sodio 6 mM y cloruro 

de amonio 20 mM —▼—. 

Los resultados del crecimiento obtenidos según se muestra en el gráfico número 12 

utilizando Pseudomona fluorescens chao,  fueron similares a los obtenidos con 

Pseudomona fluorescens wcs 417 r (gráfico Nº 10) y con  Pseudomona aurantiaca (gráfico 

Nº 11). En base a los resultados del crecimiento de Pseudomona fuorescens wcs 417 r, de 

Pseudomona aurantiaca y de Pseudomona fluorescens chao, con diferentes fuentes de 

carbono, podemos concluir que las tres  bacterias se comportaron de forma similar. 
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4.4.h. Crecimiento de Bradyrhizobium spp. C145 con diferentes fuentes de carbono 
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Gráfico Nº 13: citrato de sodio 20 mM y cloruro de amonio 20 mM —■— ; 

carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 g/l y cloruro de amonio 20 mM  ——; citrato de sodio 2 

mM y cloruro de amonio 20 mM —▲—; carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 g/l, citrato de 

sodio 6 mM y cloruro de amonio 20 mM —+—; carboximetilcelulosa (CMC) 0,25 g/l, 

citrato de sodio 2mM y cloruro de amonio 20 mM—♦— ; citrato de sodio 6 mM y cloruro 

de amonio 20 mM —▼—. 

Cuando se determinó el crecimiento de Bradyrhizobium spp. C 145 en diferentes 

condiciones, en lo que respecta a la fuente de carbono, se observó un período de latencia de 

24 horas en todos los casos (gráfico Nº 13). Cuando el crecimiento de dicha bacteria se 

determinó en presencia de citrato de sodio 20 mM, se observó un crecimiento máximo a las 

48 horas. Se observó una disminución del crecimiento cuando la concentración de citrato de 

sodio se redujo a 6 mM. No se observó un incremento  significativo del crecimiento cuando 

la determinación se realizó con citrato de sodio 6 mM y carboximetilcelulosa (0,25 g/l), o 

sea que Bradyrhizobium spp. C 145 que expresa actividad celulasa (tabla 10), no puede 

utilizar la carboximetilcelulosa como única fuente de carbono. Cuando la concentración de 

citrato de sodio se redujo a 2 mM el crecimiento fue mucho menor, siendo similar cuando 

además del citrato de sodio 2 mM se le adicionó carboximetilcelulosa (0,25 g/l). No se 
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observó un aumento significativo del crecimiento cuando la bacteria se incubó en presencia 

de carboximetilcelulosa  (0,25 g/l) como única fuente de carbono. 
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