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Resumen 

En el presente trabajo se realizaron ensayos destinados a comprobar los efectos 

que poseen los compuestos orgánicos volátiles producidos por rizobacterias (mVOCs) 

sobre el crecimiento y producción de aceites esenciales (AE) de plantas de Mentha 

piperita L. 

Inicialmente se testearon 3 cepas PGPR de referencia a fin de identificar el 

género que produce mejor efecto sobre la planta modelo elegida. Así se determinó que 

los mVOCs emitidos por una determinada especie bacteriana no presentaron el mismo 

efecto o el mismo grado de respuesta en plantas de menta, determinando que la 

respuesta es especie-especifica de la interacción bacteria-planta. Entre éstos, los 

mVOCs sintetizados por P. fluorescens WCS417r produjeron un efecto positivo en el 

desarrollo vegetal a nivel radicular y foliar, así como también en la composición de los 

AE, aumentando su contenido total y el contenido de los componentes mayoritarios 

mentona, pulegona y mentofurano. 

A fin de poder demostrar si el efecto depende del género o de las cepas en 

particular, se aislaron de rizósfera de cultivares de menta un total de 50 cepas 

fluorescentes, a las cuales se las caracterizó fenotípica y genotípicamente. El conjunto 

de pruebas bioquímicas, los análisis RFLP de tipo ARDRA y los análisis de rep-PCR de 

tipo BOX y ERIC demostraron una gran heterogeneidad dentro de este grupo, revelando 

al mismo tiempo una buena concordancia entre ellos. El análisis de tipo BOX-PCR fue 

más apropiado para evidenciar diferencias más finas en el genoma de las cepas 

estudiadas produciendo, a su vez, un mayor grado de agrupación y una mayor similitud 

entre ellas. El análisis de la secuencia de nucleótidos de tipo BLAST del gen ARNr 16S 

y la construcción del árbol filogenético de las cepas nativas aisladas confirmó a P. 

putida como la principal especie fluorescente presente en la rizósfera de plantas de 

menta. 

El total de la colección de bacterias fluorescentes fue caracterizado para 

determinar posibles actividades PGPR. Éstas exhibieron actividad productora de 

sideróforos, solubilizadora de fosfato y productora de AIA. Los mVOCs producidos por 

algunas cepas nativas presentaron una destacada capacidad biocontroladora del 

fitopatógeno A. alternata RC21. El efecto en la promoción del crecimiento de plantas de 

menta producido por mVOCs emitidos por las cepas aisladas no presentó el mismo 

efecto o el mismo grado de respuesta con respecto a las demás, determinando que la 



respuesta no solamente es especie-especifica de la interacción bacteria-planta o 

fitopatógeno-bacteria PGPR, sino que depende en mayor grado de la cepa utilizada. La 

producción de mVOCs por parte de algunas cepas nativas presentó un efecto positivo en 

el crecimiento de plantas de menta, aumentado el peso de la parte aérea y el contenido 

de los AE totales y de los compuestos mayoritarios limoneno y mentol. 

Se realizó además, la caracterización de los mVOCs emitidos por las principales 

cepas que generaron un efecto de promoción del crecimiento y producción de AE. De 

este modo se pudo determinar las cepas analizadas producen un conjunto de mVOCs 

característico y específico para cada una de ellas. Algunos compuestos fueron 

característicos del grupo de estudio presentándose en la emisión de mVOCs de cepas 

fluorescentes nativas y de referencia y se identificaron como etanotiol, dimetil disulfiiro 

y 1-undeceno. Otros componentes del conjunto de mVOCs se definieron como típicos 

para cada una de ellas, entre los cuales se identificaron el compuesto octanonitrilo y 2-

i sononenal . 

La inoculación directa de las cepas PGPR en el medio de cultivo de plantas de 

menta no produjo los mismos resultados que la sola exposición a los mVOCs 

producidos por las mismas. Esta generó un aumento en la biomasa radicular y foliar, 

aumentando el peso seco de la raíz, el número de hojas y de tricomas glandulares. El 

análisis de la composición de los AE mostró un aumento el contenido y el porcentaje 

relativo de mentol y mentona, disminuyendo al mismo tiempo la presencia de los 

monoterpenos no deseados. El análisis multivariado de componentes principales 

manifestó que la producción de AIA por parte de las cepas nativas estudiadas, se 

encuentra íntimamente relacionada con el número de tricomas glandulares y el 

contenido de mentol y mentona en la composición general de AE de menta luego de la 

inoculación directa de las mismas. 



Abstract 

The present study reports the effects of volatile organic compounds produced by 

rhizobacteria (mVOCs) on growth and essential oils (EO) production of Mentha 

piperita L. 

Three different PGPR bacteria were tested. mVOCs emitted from each 

bacterium generate different response on mint plant. The effects generated by VOCs 

exposition were dependent of bacteria specie tested. Between them, mVOCs of P. 

fluorescens WCS417r improved root and leaves development. Parameters of EO total, 

mentona, pulegona and mentofurano content were enhanced after bacterial mVOCs 

exposition. 

50 native fluorescents pseudomonads were isolated from rhizospheric soil 

collected in a commercial crop of Mentha x piperita. A phenotypic and genotypic 

characterization was carried out on the total collection of fluorescents bacteria. The 

results obtained on biochemical test and RFLP analysis like ARDRA and rep-PCR like 

BOX and ERIC were coherent, demonstrating high heterogeneity among native strains 

isolated. BOX-PCR analysis was more suitable to detect small differences in native 

fluorescent bacteria genome generated bigger clusters at higher similarity among them. 

P. putida was confirmed as the main fluorescent specie present on rhizospheric soil of 

peppermint by BLAST analysis of sequences of gen ARNr 16S and construction of 

phylogenetic tree. 

Bacteria isolated were tested for promoting activities on plant growth and E0 

production. Some fluorescent Pseudomonas were capable of siderophore, AIA 

production and phosphate solubilization. mVOCs emitted by some strains were capable 

of biocontrol against A. alternata RC21. The promotion growth effect produced by 

mVOCs emitted by native strains did not present the same response on peppermint. The 

effects were dependent on bacterial stxain involved in the interaction bacteria-plant or 

phytopathogen-bacteria. The production of mVOCs of some strains showed a positive 

effect on growth of mint and EO yield, increasing leave fresh weight, total EO, 

limonene and menthol content. 

mVOCs produced by strains that generated a positive effect on growth and E0 

production were characterized. Ah l analyzed strains produced a characteristic and 

specific pool of VOCs. Some compounds were typical of the group studied and they 

were identified as ethanethiol, dimethil disulfide and 1-undecene. Other compounds 

iii 



were typical of each strain studied. Among them only tvvo compounds were identified as 

octane nitrile and 2-isononenal. 

Direct inoculation of native strains on growth medium of mint plants did not 

produced the same results that the simple exposition to mVOCs. Inoculation of bacteria 

increased root dry weight, number of leaves and number glandular tricome. Analysis of 

EO composition showed an improvement on content and relative percent of menthol 

and menthone, simultaneously decreasing the presence of not desired monoterpenes. 

In conclusion, the multivariate analysis of principal components showed a high 

relationship among AIA production, number of glandular tricomes, menthol and 

menthone yield parameters after fluorescents bacteria inoculation. 
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Capitulo I Introducción 

Capítulo 1: Introducción. 

Las plantas aromáticas incluyen una gran diversidad de especies vegetales cuya 

característica común es la producción de aceites esenciales (Günther, 1948). Éstos están 

formados por una compleja mezcla de metabolitos secundarios compuestos, 

principalmente, por mono y sesquiterpenos volátiles responsables del aroma 

característico de la especie vegetal que los produce (Harrewijn y col., 2001). 

El cultivo de especies aromáticas es una actividad productiva que en Argentina 

no alcanzó todavía un nivel de desarrollo acorde a las potencialidades que tiene nuestro 

país (Collado y col., 2003). La menta inglesa (Mentha x piperita) representa uno de los 

principales cultivos de aromáticas y su producción no satisface la demanda doméstica. 

Esta especie es valorada por la acumulación de monoterpenos cíclicos como mentol y 

mentona, cuyos principales destinos son: saborizante y aromatizante en la producción de 

alimentos, perfumería y medicina (Gupta y col., 2002). La importancia que ha 

alcanzado esta actividad para la economía de diferentes estratos sociales de la población 

y la tendencia al autoabastecimiento de materias primas para la industria nacional, no 

tiene correlación con sus avances en la investigación. La ampliación de conocimientos 

en el área adquiere relevancia si se observa que la superficie dedicada al cultivo de 

plantas aromáticas aumentó sustancialmente en las últimas décadas (Inf. Sect. Aromas y 

Esencias, 2006). 

En el mundo desarrollado, la agricultura depende en gran medida del uso de 

fertilizantes químicos y pesticidas para mantener altas las producciones agrícolas, sin 

tener en cuenta los daños que éstos pueden ocasionar, entre otras cosas, afectando el 

ciclo global del nitrógeno, contaminando las aguas subterráneas y superficiales, 

incrementando los riesgos de intoxicaciones químicas de los espejos de agua y ríos y 

aumentando los niveles de óxido nitroso (N20) atmosférico, que es un potente gas 

invernadero (Crews y Peoples, 2004). 

Razones de índole económica, ambiental y sanitaria, justifican e incluso exigen 

la búsqueda de mecanismos que permitan un adecuado manejo sustentable de los 

cultivos. La necesidad de encontrar nuevos modelos que incrementen la producción 

vegetal de manera eficientes y sin efectos tóxicos indeseables ha desencadenado interés 

en el desarrollo de nuevas estrategias. Esto impulsa investigaciones sobre alternativas 

no convencionales como la inoculación con bacterias promotoras del crecimiento 

vegetal (PGPR, Plant-Growth Promoting Rhizobacteria). Adoptando este tipo de 
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innovación tecnológica, que se inclina hacia la conservación del ambiente, se 

incrementará la productividad de los cultivos, contribuyendo a una agricultura 

sustentable que trata de usar los recursos naturales con respeto del ambiente, sin 

comprometer a nuestras generaciones futuras. Este mecanismo constituye un punto de 

partida importante para mejorar la producción vegetal, incluyendo la optimización de la 

producción de metabolitos secundarios, implicando un incremento en el rendimiento y 

calidad de los aceites esenciales. Considerando como objetivo final adecuar estos 

nuevos conocimientos a productores de plantas aromáticas y medicinales a fin de 

mejorar el rendimiento de la producción actual nacional. 

1.1. La rizósfera como nicho ecológico. 

El suelo es una parte fundamental de los ecosistemas terrestres. Éste representa 

un sistema dinámico y complejo donde ocurren una serie de relaciones de alimentación, 

muerte, descomposición, reciclado y convivencia que se manifiesta a través de una 

profunda correlación entre sus partes mineral, orgánica y biológica. 

La rizósfera ha sido definida por Hiltner (1904), como el volumen de suelo 

influenciado por la presencia de raíces de una planta viva, cuya extensión puede variar 

de acuerdo al tipo de suelo, la especie de planta, su edad y otros factores (Foster, 1998). 

Las raíces liberan distintos compuestos que crean un ambiente único en la 

rizósfera. Los exudados radicales son compuestos químicos liberados por exudación, 

secreción o autolisis de raíces viejas. Estos contienen azúcares, aminoácidos, ácidos 

orgánicos, fenoles, vitaminas, proteínas y polisacáridos. Ha sido estimado que entre un 

20-40% de los carbohidratos fotosintetizados son transferidos a la rizósfera, 

representando la mejor fuente de nutrientes disponible en el suelo (McNear, 2013). Esto 

es percibido por la comunidad rizosférica, que confluye aumentando su concentración 

de 10-100 veces con respecto a la presente en el resto del suelo (Tan y col., 2013). Por 

lo tanto, la quimiotaxis y la capacidad de formar biofilms son características esenciales 

para la selección de buenos colonizadores. A través de la quimiotáxis las bacterias se 

mueven hacia sustancias químicas de interés presentes en el ambiente circundante, 

alcanzando así condiciones óptimas de crecimiento y supervivencia. A través de la 

formación de biofilms las bacterias se agregan entre sí y se adhieren a una superficie 

encastradas en una matriz de polímeros extracelulares de producción propia (Tan y col., 

2013). Factores como cambios climáticos, presencia de fitopatógenos y escasez de 

nutrientes cambian la composición de los exudados radicales. Esto puede ser percibidos 
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por los microorganismos circundantes que, a su vez, responden segregando sustancias 

que también pueden afectarlo. La rizósfera provee, entonces, un complejo y dinámico 

microambiente donde bacterias y hongos, en asociación con las raíces, forman 

comunidades únicas con un considerable potencial para la manipulación a fin de lograr 

mejoras en los rendimientos agrícolas y en el mantenimiento sustentable de los suelos. 

La interacción y la comunicación entre raíz y microorganismos es un proceso altamente 

regulado y utilizado para controlar y alterar las actividades de los organismos 

involucrados. Hongos y bacterias son capaces de detectar plantas huéspedes e iniciar la 

estrategia de colonización de la rizósfera. Por otra parte, las plantas son capaces de 

reconocer compuestos sintetizados por microorganismos, regulando sus líneas de 

defensa de acuerdo a la especie encontrada. Este diálogo molecular resulta en una 

relación que pasa de la patogenicidad a la simbiosis a través de un proceso celular 

altamente coordinado (Walker y col., 2003; Bais y col., 2004; Ortiz-Castro y col., 2009; 

Babalola, 2010a). 

1.2. Rizobacterias promotoras del crecimiento veeetal. 

Los variados mecanismos mediante los cuales lo microorganismos llevan a cabo 

una acción PGPR en cada interacción rizobacteria-planta son altamente específicos y 

por lo tanto, es necesario determinar con precisión su efecto particular en la biología de 

la planta beneficiada. Esto puede ocurrir por varios mecanismos de origen bacteriano 

(Fig. 1.1): 

Producción de fitohormonas: en plantas inoculadas contribuyen a la tasa de 

respiración, metabolismo, crecimiento de raíz, absorción de minerales y agua, así 

como también al desarrollo vegetal, participando en el proceso de dominancia apical y 

en la arquitectura de raíces y hojas (Aloni y col., 2006; Babalola, 2010a; Glick, 2012; 

Bhattacharyya y Jha, 2012). Se ha demostrado, en especies pertenecientes al género 

Azospirillum, la producción de ácido indo1-3-acético y ácido indo1-3-butírico, así como 

también en especies pertenecientes al género Bacillus, la producción de citocininas, 

(Ortiz-Castro y col., 2008; Saharan y Nehra, 2011). 

Regulación del nivel de etileno: es un mecanismo de regulación del crecimiento 

vegetal que implica procesos como la ruptura de la dormición de las semillas, el 

aumento del número de raíces, el desarrollo de raíces adventicias, la diferenciación de 

hojas y raíces, la abscisión de hojas y frutos, la inducción de la floración y la 

senescencia de flores y hojas. Del mismo modo, la presencia de etileno a niveles 
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elevados inhibe la elongación de las raíces, llevando a un desarrollo anormal de las 

mismas, que limita el crecimiento vegetal. Las rizobacterias son capaces de producir 

etileno (Babalola, 2010b; Glick, 2012), así como también de utilizar el 1-

aminociclopropano-l-carboxilato (ACC), precursor de la vía biosintética, 

disminuyendo la concentración del producto fmal y mejorando el crecimiento de las 

plantas cuando éste está inhibido por la presencia de dicha fitohormona 

(Bhattacharyya y Jha; 2012). 

> Producción de sideróforos: son productos de bajo peso molecular que tienen la 

capacidad de solubilizar y secuestrar hierro insoluble (Fe3+) del suelo, favoreciendo la 

absorción (Fe24) por parte de las raíces de la planta huésped (Glick, 2012). 

> Fijación de nitrógeno atmosférico: se presenta en plantas leguminosas que son 

capaces de formar una relación simbiótica con bacterias del género Rizobium en grado 

de fijar el nitrógeno atmosférico, que no es asimilable por parte de la planta. Existen 

también bacterias fijadoras de nitrógeno de vida libre, como por ejemplo algunas 

especies pertenecientes al género Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, 

Pseudomonas, Bacillus. Klebsiella, Enterobacter, Acetobacter, Arthrobacter, 

Alcaligenes. Todas ellas tienen como característica común la producción de 

nitrogenasa, la enzima responsable de la reducción de N2 a NH3 (Saharan y Nehra, 

2011). 

> Producción de exoenzimas líticas: incluyen celulasas, quitinasas, 3-1,3-

glucanasas, proteasas y lipasas que confieren la capacidad de usar células fúngicas y 

rizobacterias nocivas (Muleta y col., 2007; Babalola, 2010a; Glick; 2012). 

> Solubilización del fosfato inorgánico: es la capacidad de romper enlaces 

fosfóricos presente en las fuentes de fosforo inorgánico que compone las rocas, 

enriqueciendo así el suelo con HP042- y H2PO4, que son las formas de fosfato 

asimilables por la planta (Anzuay y col., 2013). 

> Producción de vitaminas: es una importante característica en la colonización. Se 

ha demostrado la producción bacteriana de biotina y/o tiamina (Hayat y col., 2010). 

Biocontrol: proceso de control biológico destinado a crear un entorno benéfico 

para la planta y es debido a la presencia de bacterias que protegen las mismas contra 

enfermedades fúngicas, con o sin la presencia contemporánea del fitopatógeno 

(Bhattacharyya y Jha; 2012). El proceso de biocontrol puede manifestarse a través de 

varios mecanismos: antagonismo, mediante la síntesis de antibióticos (Chin-A-Woeng y 

col., 2000); competencia por el hierro, mediante la producción de sideróforos, 
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secuestrando así este ion que es necesario en el proceso de patogenicidad (Lugtenberg y 

Kamilova, 2009); resistencia sistémica inducida (ISR: Induced Systemic Resistence), 

mediante la generación de un estado de resistencia en la planta que la protege de futuras 

exposiciones a patógenos, sin previo contacto con el mismo (Glick, 2012). 

Estudios previos demuestran que la aplicación de este tipo de microorganismos 

como biofertilizantes incrementa la producción de los cultivos (Kloepper y col., 1991; 

Barriuso y col., 2008; Glick, 2012). Hasta el momento se registran escasos estudios 

sobre los resultados que produce la inoculación con bacterias PGPR en plantas 

aromáticas y medicinales (Banchio y col., 2008; Banchio y col., 2009; Cappellari y col., 

2013). 
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Fig. 1.1. Esquema representante los principales mecanismos PGPR efectuados por bacterias rizosféricas. 

Las flechas verdes representan los productos bacterianos que favorecen la estatus nutricional y el 

crecimiento de la planta. Las flechas celeste represemtan los productos de origen vegetal utilizados por 

las bacterias en su actividad PGPR. 

1.2.1. La producción de VOCs (Volatile Orranic Comounds) como mecanismo 
PGPR. 

Los compuestos orgánicos volátiles (VOCs) son moléculas que poseen una 

elevada presión de vapor y una baja temperatura de ebullición, razón por lo cual se 

volatilizan y se liberan a la atmósfera donde pueden alcanzar lugares distantes al sitio de 

producción. Los compuestos orgánicos volátiles producidos por microorganismos 

(mVOCs: microbial Volatile Organic Compounds) han sido reconocidos como 

metabolitos secundarios, de bajo peso molecular (<300g/mo1-1) principalmente 

derivados de reacciones de fermentación (Vespermann y col., 2007; Kai y Piechulla 
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2009; Effiuiert y col., 2012; Naznin y col., 2013). En los últimos años, se han podido 

identificar y cuantificar la emisión de más de 300 mVOCs, ya sea con fines 

agronómicos, medicinales o cosméticos. Entre ellos se encuentran compuestos 

derivados de ácidos grasos, terpenos, compuestos aromáticos, compuestos que 

contienen nitrógeno, halógenos, sulfuros y metaloides que han sido organizados en 

bases de datos de acceso público (Super-Scent y DOVE-MO) (Schulz y Dickschat, 

2007; Dunkel y col., 2009; Effmert y col., 2012). Los mVOCs una vez producidos, se 

mueven a través de los poros del suelo y, debido a que presentan actividad ya sea en 

estado gaseoso como líquido, son capaces de volatilizarse nuevamente al atravesar 

poros saturados de agua. Este proceso es influenciado por características de tipo 

química, inherente al mismo compuesto, así como de tipo fisicoquímicas, dependientes 

del ambiente circundante, que en conjunto influyen en los procesos de adsorción, 

desadsorción y degradación. La adsorción y desadsorción del compuesto depende de su 

polaridad, así como también de la presencia de agua y de la textura y arquitectura del 

suelo. Por lo tanto, un aumento de humedad reduce la adsorción de compuestos no 

polares a superficies minerales, pero por otro lado, facilitan su adsorción a superficies 

orgánicas (Effniert y col., 2012). Los mVOCs también son blancos de degradación 

biológica, representando fuentes de alimento de microorganismos (Owen y col., 2007), 

y de degradación abiótica, consecuencia de reacciones químicas catalizadas por las 

superficies minerales del suelo y por la presencia de radicales libres, generando 

oxidaciones en grupos funcionales polares (Effinert y col., 2012). 

La emisión de un perfil de mVOCs que caracteriza una determinada rizobacteria 

es un proceso altamente específico. Ha sido comprobado que distintas cepas 

pertenecientes a la misma especie pueden diferenciarse por el pool de volátiles 

producidos en un determinado momento, así como también éstos varían en base al 

medio de cultivo y las condiciones de crecimiento. Por lo cual, es un proceso 

dependiente tanto de la genómica del microorganismo considerado, es decir del 

conjunto de capacidades metabólicas, como de los nutrientes que se encuentran en el 

medio (Schulz y Dickschat, 2007; Bloom y col., 2011; Nawrath y col., 2012). Se han 

llevado a cabo algunos estudios con el objetivo de aclarar la función de los VOCs 

bacterianos durante las interacciones benéficas planta-microorganismo, determinando 

así su participación en procesos como comunicación, defensa y promoción del 

crecimiento vegetal (Fernando y col., 2005; Banchio y col., 2009; Kai y col., 2009; 

Chemin y col., 2011; Farag y col., 2013). 
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Los mVOCs producidos por bacterias PGPR han demostrado actuar como 

bioprotectores causando una respuesta sistémica inducida (ISR) en las plantas 

colonizadas, generando un estado fisiológico de incremento de la capacidad defensiva, 

sin previo contacto con patógenos (Ryu y col., 2003). Algunas especies pertenecientes 

al género Bacillus (Ryu y col., 2004) y al género Pseudomonas (Han y col., 2006) 

producen un compuesto volátil de cadena corta (C4) que activa la vía del etileno, 

generando una ISR que protege plantas de A. thaliana y de tabaco contra ataques de 

bacterias necrotróficas como Pectobacterium carotovorum y biotróficas como 

Pseudomonas syringae (Ryu y col., 2004; Han y col., 2006; Radruppa y col., 2010). 

Más recientemente, ha sido demostrado que VOCs producidos por Paenibacillus 

polimyxa contienen compuestos de cadena larga (C11, C13 y C16) que protege plantas 

de A. thaliana contra ataques de bacterias biotrófícas y necrotróficas, generando una 

ISR mediada por la activación de la vía del ácido salicílico y del ácido jasmónico (Lee y 

col., 2012; Park y col., 2013). Del mismo modo, se ha demostrado que la presencia de 

compuestos de cadena corta (C4 y C5), producidos por especies pertenecientes al 

género Bacillus, son capaces de inducir resistencia sistémica protegiendo a plantas de 

pepino contra infecciones de P. syringae y de Myzus persicae. Los mismos autores 

demuestran que este proceso se realiza a través de la activación de la vía del ácido 

jasmónico (Song y Ryu, 2013). 

Así mismo, ha sido demostrado que VOCs producidos, principalmente, por 

especies pertenecientes al género Streptomyces, Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus y 

Serratia pueden ejercer un mecanismo de acción indirecta en la defensa de la planta de 

interés, a través de la reducción de la esporulación y/o del crecimiento vegetativo de 

especies fúngicas patógenas (Kai y col., 2009; Groenhagen y col., 2013). 

También ha sido señalado que los VOCs bacterianos son capaces de aumentar la 

biomasa de plantas de Arabidopsis thaliana, desencadenando distintas señales 

hormonales, que incluyen citocininas, brasinoesteroides, auxinas, ácido salicílico y 

giberelinas (Ryu y col., 2003; Ryu y coL, 2005; Zhang y col., 2007; Zhang y col., 

2008a) (Fig. 1.2). Se examinaron a través de microarrays la variación de los niveles de 

expresión de alrededor de 600 genes relacionados con la modificación de la pared 

celular, el metabolismo primario y secundario, la respuesta a estrés y la homeostasis de 

auxina. De este modo, se demostró que los VOCs son capaces de influir directamente 

sobre la morfogénesis vegetal (Zhang y col., 2007; Ortiz-Castro y col., 2008). Además, 

ha sido señalado que los mVOCs son capaces, de aumentar la tasa fotosintética, 
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controlando la serial mediada por el nivel de azúcar/ácido abscísico, que lleva a un 

aumento ene! contenido de clorofila (Zhang y col., 2008a; Farag y col., 2013). 

Patógenos/ 
herbívoros 

Genes PR 

1 

Estrés por 
sequía, sal y toxicidad 

Uf 
Homeostasis 

sodio 
Asimilación 

hierro 

SUELO 

k" 

*• .: Fitopatógenos 

PGPR 

VOCs: Compuestos Orgánicos Volátiles 

ISR: Resistencia Sistémica Inducida 

IST: Tolerancia Sistémica Inducida 

Fig. 1.2. Figura modelo de los mecanismos de resistencia sistémica inducida (ISR) y tolerancia sistémica 

inducida (IST) generados por VOCs emitidos por microorganismos PGPR. Las flechas puntuadas indican 

la respuesta de la planta mediada por componentes regulatorios vegetales y las flechas continuas indican 

los componentes de la planta que se encuentran afectados directamente por VOCs microbianos (Farag y 

col., 2013). 

Asimismo, se estableció que VOCs son capaces de generar un estado de 

tolerancia a determinadas situaciones de estrés, denominado este proceso tolerancia 

sistémica inducida (IST: Induced Systemic Tolerance). Esto se manifiesta a través de la 

regulación del mecanismo de absorción de iones. En escasez de hierro, mVOCs son 

capaces de inducir la absorción de Fe3+, modificando la expresión génica de reductasas 

y transportadores de membrana, lo cual se traduce, en un aumento en el contenido de 

clorofila y por ende, en la eficiencia fotosintética (Zhang y col., 2009). En condiciones 

de estrés salino, VOCs bacterianos son capaces de generar IST también a través de la 

regulación génica de transportadores de membrana, controlando la concentración 

intracelular de Na + (Zhang y col., 2008b; Farag y col., 2013) (Fig. 1.2). 
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En nuestro laboratorio se ha determinado que VOCs producidos por B. subtilis 

GB03 son capaces de incrementar la biomasa y la producción de aceites esenciales (AE) 

en plantas de Ocimum basilicum (Banchio y col., 2009), aunque el mecanismo a través 

del cual se manifiestan estos efectos aún no ha sido esclarecido. 

Como resultado de lo expuesto anteriormente, podemos deducir que los 

compuestos orgánicos volátiles producidos por bacterias PGPR representan una 

estrategia novedosa y prometedora para una agricultura sustentable. 

1.3. El género Pseudomonas en el suelo. 

Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos más importantes y mejor 

estudiados debido a su amplia distribución en el ambiente y fácil cultivo en condiciones 

de laboratorio. Son bacilos rectos o ligeramente curvados y móviles por la presencia de 

uno o varios flagelos polares. Las características fisiológicas más importantes son una 

respuesta bioquímica oxidasa positiva, y a veces, negativa, catalasa positiva y Gram 

negativa. Presentan principalmente un metabolismo aeróbico, pero en algunos casos 

pueden utilizar aceptores de electrones distintos del oxígeno, presentándose como 

anaeróbicos facultativos. Es común la presencia de plásmidos. Pueden acumular 

gránulos de polihidroxibutirato y poseer ácidos grasos hidroxilados en la membrana 

plasmática (Palleroni, 2005) (Fig. 1.3). 

Algunas especies pertenecientes al género Pseudomonas presentan la propiedad 

característica de sintetizar en condiciones de estrés por deficiencia de hierro, un 

pigmento hidrosoluble amarillo-verdoso fluorescente (Stanier y col., 1966). Este 

compuesto es denominado pioverdina (Meyer y Abdallah, 1978) o pseudobactina 

(Teintze y col., 1981), posee acción siderófora ayudando al transporte del hierro 

(Neilands, 1973; Laguerre y col., 1994; Mehri y col., 2011) y ligando algunas especies a 

su función patogénica (Fuchs y col., 2001). Este gran grupo de Pseudomonas 

fluorescentes incluye especies de interés ambiental, capaces de promover el crecimiento 

vegetal (PGPR), degradar xenobióticos o generar fitopatologías, y especies de interés 

medico, capaces de generar enfermedades en seres humanos y animales (Wu y col., 

2009). Entre ellas se pueden mencionar Pseudomonas aeruginosa, responsable de las 

infecciones nosocomiales más frecuentes y letales (Riimling y col, 1994; Ali y col., 

1995; Fuchs y col., 2001); Pseudomonas syringae, agente productor de toxinas y 

fitopatologías más frecuentes (Fuchs y col., 2001); Pseudomonas putida y 
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Pseudomonas fluorescens, conocidos promotores del crecimiento vegetal (Kloepper y 

Schroth, 1978). 

REINO Bacteria 

FILO Proteobacteria 

CLASE y-Proteobacteria 

ORDEN Pseudomonadales 

FAMILIA Pseudomonadaceae 

GENERO Pseudomonas 

Fig. 1.3. Clasificación del género Pseudomonas e imagen de P. fluorescens al microscopio electrónico de 

transmisión. 

El predominio de las especies fluorescentes del género Pseudomonas ha sido 

reportado en suelos rizosféricos de plantas de algodón (Hu y col., 2005), arroz (Loaces 

y col., 2011), banana (Naik y col., 2008), trigo y cebada (Mavrodi y col., 2001; Parejko 

y col., 2012), colza (Pattern y Glick, 2002) y calla de azúcar (Rameshkumar y col., 

2012). Como habitantes naturales de la rizósfera y agentes de variados mecanismos 

PGPR ya expuestos, las especies pertenecientes al grupo de Pseudomonas fluorescentes 

ofrecen una alternativa atractiva como bioinoculantes y agentes de biocontrol (Palleroni, 

1984; Kai y col., 2009). Para poder utilizarlas con éxito, es importante entender la 

diversidad genotípica y versatilidad metabólica de las mismas (Palleroni, 1993). 

1.3.1. Diversidad intraespecífica de Pseudomonas fluorescentes. 

El objetivo de estudiar la diversidad intraespecífica de una población bacteriana 

en un determinado nicho ecológico, es revelar los genotipos mejor adaptados o que 

presentan una mejor respuesta a determinados estreses ambientales y hábitats ecológicos 

(Achouak y col., 2000). Por lo tanto, la sustentabilidad de los cultivos se basa en la 

necesidad de conservar un determinado conjunto genético microbiano y en la elasticidad 

que presentan estos procesos ante los cambios del medio ambiente (Prosser, 2002). 

Dos cepas son consideradas pertenecientes a la misma especie cuando presentan 

al menos un 70% de homología de su genoma total; por lo cual se tolera una alta 

diversidad genética intraespecífica que nos permite evaluar el impacto de la presión 

selectiva en la diversidad bacteriana dentro de una misma especie (Achouak y col., 

2000). El gran número de especies pertenecientes al género Pseudomonas han sido 

aglomeradas por homología ADN/ARNr en 5 grandes grupos. Las especies 
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pertenecientes a la colección de Pseudomonas fluorescentes pertenecen al grupo 

denominado ARNr I (Palleroni y col., 1973; De Vos y De Ley, 1983; De Vos y col., 

1985; De Vos y col., 1989). 

Al momento se disponen de varios enfoques para evaluar la diversidad 

microbiana. En una clasificación tradicional, el análisis de la frecuencia y la diversidad 

de rizobacterias autóctonas se basan principalmente en su aislamiento de muestras 

ambientales. Típicamente la caracterización de las mismas se realiza por medio de una 

identificación fenotípica, basada en la determinación de características morfológicas, 

fisiológicas y/o bioquímicas, y por medio de una identificación genotípica, o sea a 

través del estudio de determinadas secuencias de ácidos nucleicos (Prosser, 2002; Picard 

y Bosco, 2008). Estos procedimientos son dependientes de un cultivo previo y 

realizados de manera rutinaria en muestras ambientales (van Elsas y col., 1998). La 

especificidad del análisis yace en la elección del medio de cultivo y del período de 

incubación aplicado en el aislamiento, así como en la elección de los ensayos de 

caracterización. Este procedimiento nos permite la selección y enriquecimiento de un 

determinado grupo bacteriano de interés que posiblemente esté presente en la muestra 

(Prosser, 2002; Picard y Bosco, 2008). 

Si bien la tipificación fenotípica nos permite detectar las capacidades 

metabólicas de las especies presentes en la muestra, también manifiesta limitaciones 

para establecer relaciones filogenéticas y taxonómicas entre ellas (Patten y Glick, 2002). 

El avance de las técnicas moleculares, y por lo tanto de los estudios genotípicos, nos 

permite superar dichas limitaciones. Por lo cual, a fin de obtener una imagen completa 

de las relaciones filogenéticas entre las cepas, es aconsejable la elección de un análisis 

integrado a través de una o más metodologías moleculares (Laguerre y col., 1994; 

Prosser, 2002). Las técnicas de generación de perfiles moleculares ofrecen un método 

atractivo y confiable para identificar y catalogar aislamientos relacionados 

(Rameshkumar y col., 2012). Las técnicas más utilizadas en el estudio de la diversidad 

intraespecífica presente dentro del grupo de Pseudomonas fluorescentes son: 

amplificación de secuencias repetitivas (rep-PCR) como REP-PCR, BOX-PCR y 

ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus). Es un método 

desarrollado para clasificar bacterias en base a patrones de perfil genómico. Se basa en 

el uso de cebadores que corresponden a secuencias repetitivas e intercaladas en 

genomas bacterianos, que pueden ser del tipo REP, BOX ERIC (Versalovic y col., 

1991). Es un método rápido y altamente reproducible que ha sido utilizado para 
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distinguir especies pertenecientes al grupo de Pseudomonas fluorescentes íntimamente 

relacionadas, deducir relaciones filogenéticas y estudiar la diversidad y variedad de 

bacterias dentro de un mismo ecosistema (Parejko y col., 2012; Rameshkumar y col., 

2012). 

polimorfismo de fragmentos del gen de estudio, como ARDRA (Amplified rDNA 

Restriction Analysis). Este método consiste en la amplificación de la secuencia del gen 

rDNA16S con sucesivo corte del amplicón a través del uso de enzimas de restricción. 

Esto produce patrones característicos para cada enzima y para cada una de las cepas 

estudiadas. Este tipo de análisis es el más utilizado para establecer relaciones 

filogenéticas entre cepas aisladas de una comunidad, y más específicamente en el 

estudio genético de Pseudomonas fluorescentes aisladas de diversos hábitats 

(Alberghini y col., 2008; Tanase y col., 2009; Wu y col., 2009; Rameshkumar y col, 

2012). Algunos autores han estudiado la diversidad presente en este grupo basándose 

en el análisis de los perfiles generados en la restricción de amplicones de otros genes, 

como por ejemplo el gen phl D, involucrado en la biosíntesis del DAPG 

(diacetilfloroglucinol) que es uno de los productos más importantes en la actividad 

antibiótica y por lo tanto, antagónica de este género (Ramette y col., 2001; Mazzola y 

col., 2004; Picard y Bosco, 2008). 

Generalmente los grupos se obtienen con estos métodos moleculares basados en 

el análisis de secuencias presentes en todo el genoma o sólo de la región ribosomal 

permiten relacionar muy bien las especies fluorescentes del género Pseudomonas (Keel 

y col., 1996; McSpadden Gardener y col., 2000; Ramette y col., 2001). Los estudios 

realizados comparando estos dos tipos de análisis, sobre las mismas cepas, generan 

diversos valores de corte en la formación de los agrupamientos. Esto se debe al nivel de 

resolución taxonómica que ofrece cada método. Por ejemplo, una técnica de generación 

de perfiles ribosomales, como ARDRA, provee una resolución a nivel de género, 

mientras que técnicas de generación de perfiles genómicos, como rep-PCR, permiten 

revelar una mayor diversidad bacteriana hasta por debajo de especie y subespecie 

(Picard y Bosco, 2008). De hecho, los agrupamientos que se obtienen luego de un 

análisis de tipo ARDRA se dividen en subgrupos cuando se aplica una técnica de tipo 

rep-PCR (Keel y col., 1996). A pesar de esto, muchos autores prefieren utilizar técnicas 

tipo ARDRA, ya que los valores taxonómicos obtenidos tienen un mayor grado de 

reproducibilidad (Picard y Bosco, 2008). 
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Este tipo de enfoque, basado en el aislamiento y cultivo previo de las cepas de 

estudio, es ampliamente aceptado y hasta el día de hoy muy utilizado para la 

caracterización de distintas especies pertenecientes al género Pseudomonas, debido a 

que las cepas fluorescentes son de fácil aislamiento y cultivo (Johnsen y col., 1999; 

Thirup y col., 2001). Esto permite las sucesivas caracterizaciones y explotación 

biotecnológica, en las cuales son imprescindibles los cultivos puros de las cepas de 

interés (Bosco y col., 1996, Rameshkumar y col., 2012). 

1.4. Mentha piperita L. 

El nombre común "menta" se aplica a las 25 especies perennes del género 

Mentha, perteneciente a la familia de las Lamiaceas. Mentha piperita L o Mentha x 

pzperita, es un lu'brido estéril obtenido del cruce de menta acuática (Mentha aquatica) y 

hierbabuena (Mentha spicata). Es una hierba con tallos muy ramificados, de entre 30 y 

70 cm de altura, de sección cuadrangular, que nace de un rizoma subterráneo del que 

brota un extenso sistema radicular. Las hojas son pecioladas, opuestas, ovaladas, con el 

ápice agudo, los márgenes dentados y con el haz de color verde oscuro nervado de rojo 

en un patrón pinnado. Tanto hojas como tallos suelen ser ligeramente vellosos (Fig. 

1.4). De las axilas foliares brotan los tallos florales en los que, desde comienzos del 

verano, aparecen inflorescencias terminales en forma de espiga, con las flores 

dispuestas en verticilos sobre el eje floral. Éstas son pequeñas, de hasta 8 mm, con la 

corola tetralobulada, de color púrpura o rosado (Fig. 1.4). 

Fig. 1.4. Mentha piperita L. A.- Parte vegetativa. B.- Flor. 

Dada su esterilidad, M pzperita se multiplica casi exclusivamente por 

propagación vegetativa. Se propaga rápidamente por estolones subterráneos y también 

por esquejes obtenidos de la división de las matas jóvenes de primavera o por división 
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de rizomas durante el período de descanso vegetativo. Se ha naturalizado con facilidad y 

hoy es posible encontrarla en zonas templadas de ambos hemisferios, aunque prefiere 

suelos húmedos, fértiles y no tolera el exceso de sol (Bruneton, 1991; Sanchez y col., 

1996; Alonso, 1998). 

Las especies pertenecientes al género Mentha son un recurso insustituible de 

aceites esenciales, los cuales, gracias a su diversidad química, son un blanco de 

explotación humana. Los constituyentes químicos asociados al olor característico del 

género son moléculas volátiles pertenecientes al grupo de los terpenos, como los 

monoterpenos y sesquiterpenos (Lange y Croteau, 1999). Actualmente, éstos se utilizan 

en una gran variedad de campos, por ejemplo, en la industria farmacéutica, 

perfumística, como aromatizantes, como suplementos alimenticios en forma de 

vitaminas o edulcorantes, como pesticidas, con fines medicinales, o como base para la 

industria de materiales. La versatilidad de los terpenos vegetales es una consecuencia de 

las diversas características fisicoquímicas que poseen, a su vez, dadas por las diferentes 

vías biosintéticas que los originan. Estos compuestos pueden ser lipofílicos o 

hidrofflicos, volátiles o no volátiles, cíclicos o acíclicos, quirales o aquirales (Bohlmann 

y Keeling, 2008). 

En M piperita los aceites esenciales (AE) son biosintetizados y almacenados en 

estructuras anatómicamente especializadas de la superficie foliar, que se denominan 

tricomas glandulares, y que derivan de los tejidos epidérmicos (Lange y col., 2000). 

Existen distintos tipos de tricomas (Turner y col., 2000a; Turner y Croteau, 2004; 

Lawrence, 2007): 

• no glandulares, que consisten en un conjunto de células organizadas en un simple 

pelo; 

• glandulares de tipo capitado, pequeños y con una sola célula secretora apical; 

• glandulares de tipo peltado, que consisten en una célula basal, una célula tallo, y un 

conjunto radial de 8 células secretoras que constituyen la corona (Fig. 1.5). 

Existen evidencias que sugieren que los tricomas glandulares capitados tienen 

una capacidad limitada de almacenamiento y segregan sólo pequeñas cantidades de 

monoterpenos, produciendo principalmente, una mezcla compleja de carbohidratos, 

lípidos y proteínas (Amelurixen y col., 1969; Ascenso y Pais, 1998; Turner y col., 

2000a). Los tricomas glandulares peltados resultan de gran interés por la capacidad de 

generar rápidamente cantidades sustanciales de monoterpenos específicos. Éstos son 

sintetizados por las células secretoras de la corona, excretados y almacenados en un 
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gran espacio subcuticular formado por la expansión de la cutícula (Fig. 1.5) (Bohlm 

y Keeling, 2008). Los tipos celulares presentes en esta estructura altamente 

especializada, que no son fotosintéticos, expresan los genes codificantes la maquinaria 

enzimática necesaria en la producción de monoterpenos, utilizando como precursor 

común moléculas de sacarosa importadas desde los tejidos fotosintéticos (McCaskill y 

col., 1992; Lange y Croteau, 1999). 
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Fig. 1.5. Tricomas glandulares de tipo peltado. A.- Microscopia electrónica de barrido de la superficie de 

una hoja de M piperita L.; P = tricoma glandular de tipo peltado, C = tricoma glandular de tipo capitado, 

NG = pelos no glandulares (Croteau y col., 2005). B.- Sección transversal observada con microscopio 

electrónico de transmisión; DCA = disco celular apical, CT = célula tallo, CB = célula basal; barra 1011m. 

C.- Esquema que ilustra la ubicación de esta estructura epidérmica y la expansión de la cutícula debida a 

la secreción de monoterpenos (Turner y Croteau, 2004). 

1.5. Síntesis de monoterpenos en Mentha piperita L. 

El monotmeno (—)-mentol es el componente característico principal de los AE 

de M piperita (Croteau y col., 2005). Este es valorado por sus propiedades olfativas y 

gustativas (Schwab y col., 2008), así como también por sus propiedades 

antimicrobianas y su suave efecto anestésico (Bohlmann y Keeling, 2008). La vía 

biosintética de los monoterpenos en M piperita ha sido exhaustivamente estudiada por 

más de dos décadas por Croteau y colaboradores. Sus investigaciones sirven como 

Ctis1131
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modelo de caracterización genética, molecular y bioquímica de la vía de síntesis, razón 

por la cual M piperita se considera una planta modelo en su género (Lange y Croteau, 

1999; Turner y Croteau, 2004; Bohlmann y Keeling, 2008; Degenhardt y col., 2009). 

En M piperita la vía metabólica que produce monoterpenos como producto final 

involucra distintos compartimentos celulares. Ésta se originan con la formación de 2 

isómeros de 5 átomos de carbono (C5): el dimetilalil difosfato (DMADP) y el isopentil 

difosfato (IDP) que se forman en la vía plastidial del 2C-metil-D-eritrito1-4-fosfato 

(MEF) a partir de piruvato y D-gliceraldehído-3-fosfato (Fig. 1.6). A partir de éstos 

precursores y de la acción de la enzima geranil difosfato sintetasa (GDPS), una prenil 

transferasa de localización plastidial, se cataliza la condensación de IDP y DMADP 

para formar geranil difosfato (Turner y Croteau, 2004) (Fig. 1.6). Luego de la 

formación de estos esqueletos básicos, las moléculas sufren distintas modificaciones por 

acción de diversas oxidasas, reductasas, dehidrogenasas y distintas clases de trasferasas, 

dando lugar a la gran diversidad de los terpenos actualmente conocidos (Bohlmann y 

Keeling, 2008). 

El geranil difosfato formado sirve como sustrato para la síntesis del precursor 

universal de lo monoterpenos, el (—)-(45)-limoneno, a través de la enzima limoneno 

sintasa (LS), que cataliza la ciclación del geranil difosfato (Turner y col., 2000a). Dicho 

producto es hidroxilado de manera regio y estéreo especifica en posición C3 por la 

enzima (—)-(48)-limoneno-3-hidroxilasa citocromo P450 (LH), ubicada en asociación 

con el retículo endoplasmatico, para formar (—)-trans-isopiperitenol (Lupien y col., 

1999; Haudenschild y col., 2000; Turner y Croteau, 2004). 

El (—)-trans-isopiperitenol es oxidado por la (—)-trans-isopiperitenol 

deshidrogenasa (TPDH) para producir (—)-isopiperitenona (Fig. 1.6). Esta enzima, 

NAD+ dependiente, es de localización mitocondrial (Turner y Croteau, 2004). 

Sucesivamente, el doble enlace endocíclico (Al2) de la (—)-isopiperitenona es reducido 

de manera regio y estéreo específica, a (+)-cis-isopulegona por la (—)-isopiperitenona 

reductasa NADPH dependiente (IPR), de localización citosólica (Ringer y col., 2003). 

Esta molécula, a su vez sufre una isomerización de doble enlace A" a A" a través de la 

(+)-cis-isopulegona isomerasa (IPI) dando lugar a la formación de (+)-pulegona (Turner 

y Croteau, 2004; Bohlmann y Keeling, 2008). Luego, la enzima (+)-pulegona reductasa 

NADPH dependiente (PR), localizada en el citosol, cataliza la reducción del doble 

enlace A4,8 de la (+)-pulegona para producir una mezlca 70:30 de (—)-mentona y (+)-

isomentona (Ringer y col., 2003). 
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Fig. 1.6. Vía biosintética de monoterpenos de M piperita. Las enzimas responsables son: 2-C-metil-D-

erítritol 2,4-ciclodifosfato sintasa (1); isoprenil disfosfato sintasa (2); geranil difosfato sintasa (3); (—)-

limoneno sintasa (4); (—)-limoneno-3-hidroxilasa (5); (—)-trans-isopiperitenol deshidrogenasa (6); (—)-

isopiperitenona reductasa (7); (+)-cis-isopulegona isomerasa (8); (+)-pulegona reductasa (9); (—)-

mentona:(—)-(3R)-mentol-reductasa (10); (—)-mentona:(+)-(3S)-neomentol reductasa (11); (+)-

mentofurano sintasa (12); (—) (3R)- mentol-acetil-transferasa (13) (Malunoud y Croteau, 2001; Davis y 

col., 2005). 

En los últimos arios, se ha puesto mayor énfasis en el estudio de la reducción de 

(—)-mentona que da origen a (—)-(3R)-mentol. Se han podido identificar dos reductasas 

responsables de la producción de todos los diasteroisomeros: una (—)-mentona-(—)-(3R)-

mentol reductasa (MMR) que produce principalmente un 95% de (—)-(3R)-mentol, a 

partir de (—)-mentona, y un 87% (+)-(3R)-neoisomentol, a partir de (+)-isomentona; y 

una (—)-mentona-(+)-(35)-neomentol reductasa (MNR) que produce principalmente un 

94% de (+)-(35)-neomentol a partir de (—)-mentona, y un 86% de (+)-(35)-isomentol, a 

partir de (+)-isomentona. Ambas reductasas son NADPH dependientes, de localización 

citosólica y difieren en la estereoquímica de la reducción de los respectivos isómeros de 

mentona (Davis y col., 2005). 
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La acumulación de mentol en la región subcuticular de los tricomas glandulares 

peltados puede ser reducida por acción de dos enzimas: la mentofurano sintasa 

citocromo P450 dependiente (MFS), que se encuentre asociada al retículo 

endoplásmatico y que cicla las cadenas laterales del anillo arómatico presente en la (+)-

pulegona, para producir (+)-mentofurano (Mahmoud y Croteau, 2001) (Fig. 5); y la (—)-

(3R)-mentol acetil transferasa (MAT) que transfiere un grupo acetato al grupo oxidrilo 

presente en posición del (—)-(3R)-mentol para producir (—)-(3R)-mentilacetato (Lange y 

Croteau, 1999). Esto produce una disminución general de la presencia de mentol en el 

conjunto de aceites esenciales extraíbles de las plantas de menta lo cual reduce el valor 

y calidad del mismo. 

La producción de monoterpenos ocurre mayormente en los 12-20 días de edad 

de maduración foliar, mientras que la enzima que produce mentol se activa a partir de 

los 20-25 días (Turner y col., 2000b). Se considera que el turnover de estos 

componentes, incluyendo la perdida por evaporación desde el espacio de 

almacenamiento, juega un rol menor en la determinación de la composición y 

rendimiento de los AE (Gershenzon y col., 2000). Estos resultados, sumados a la falta 

de evidencias del control de la vía enzimática por modulación alostérica o covalente 

(Croteau, 1987; Wise y Croteau, 1999), sugieren que la composición y el rendimiento 

de los aceites esenciales refleja una cinética consecuente de los niveles de biosíntesis 

enzimática presentes, a su vez determinado por la regulación a nivel de transcripción, 

traducción y recambio proteolítico de dichas enzimas (McConkey y col., 2000). 

Como consecuencia de este proceso, en nuestro laboratorio hemos encontrado en 

hojas completamente maduras crecidas en invernáculo y en medio agarizado como 

soporte los siguientes como monoterpenos mayoritarios: pulegona (41%), mentol 

(30%), mentona (11%), mentofuranona (11%), terpineol (4%), mentilacetato (2%) y 

mentofurano (1%). 
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Capítulo 2: Hipótesis y Objetivos 

2.1. Hipótesis 

La inoculación de plantas de Mentha con cepas PGPR beneficia el desarrollo 

vegetal a través del incremento del rendimiento de aceites esenciales, así como la 

producción de biomasa, lo que permite un adecuado manejo sustentable de los cultivos. 

2.2. Objetivo 2eneral. 

El propósito de nuestra investigación está orientado a estudiar los distintos 

aspectos de la inoculación con microorganismos PGPR (Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria) en cultivos de plantas aromáticas y medicinales. 

2.3. Objetivos específicos. 

1. Identificar los principales compuestos orgánicos volátiles emitidos por las 

rizobacterias y evaluar su rol sobre el desarrollo vegetal. 

2. Aislar y caracterizar bacterias benéficas de la rizó sfera de plantas aromáticas. 

3. Establecer los principales mecanismos directos e indirectos de promoción del 

crecimiento vegetal. 

4. Evaluar los efectos de la inoculación con distintos PGPR sobre aspectos 

relacionados al crecimiento vegetal tales como: biomasa, producción de aceite 

esencial y desarrollo de pelos glandulares. 
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Capítulo 3: Materiales y Métodos. 

3.1. Microoreanismos.

3.1.1. Cepas utilizadas. 

En la Tabla 3.1 se describen las cepas rizobacterianas empleadas en los distintos 

estudios abordados. 

CEPA FUENTE/REFERENCIA 

Bacan subtilis G803 ICodialeGustafson, Inc., Plano, DI. 
Pseuelomonaslluorescens WCS417r Van Peer y col, 1991. 
Asentionsernas postila ICT2440 Bagdasarian y Timmis, 1981 
Azospirillum brasilense Sp7 Dobereiner y Day, 1975 
Eseheriebia tau DH5a Hartaban, 1983 
SJO/ Tesis Doctoral 
SJO4 Tesis Doctoral 
SJ7b Tesis Doctoral 
SJ08 Tesis Doctoral 
SJ09 Tesis Doctoral 
SJ/0 Tesis Doctoral 
SJ// Tesis Doctoral 
SJ12 Tesis Doctoral 
SJ13 Tesis Doctoral 
SJ16 Tesis Doctoral 
SJ17 Tesis Doctoral 
SJ18 Tesis Doctoral 
SJ20 Tesis Doctoral 
SJ21 Tesis Doctoral 
SJ22 Tesis Doctoral 
S 124 Tesis Doctoral 
SJ25 Tesis Doctoral 
SJ27 Tesis Doctoral 
SJ28 Tesis Doctoral 
SJ29 Tesis Doctoral 
SJ30 Tesis Doctoral 
SJ3 1 Tesis Doctoral 
SJ32 Tesis Doctoral 
SJ33 Tesis Doctoral 
SJ34 Tesis Doctoral 
SJ35 Tesis Doctoral 
SJ36 Tesis Doctoral 
SJ37 Tesis Doctoral 
SJ38 Tesis Doctoral 
Sj39 Tesis Doaoral 
SJ40 Tesis Doctoral 
SJ4 1 Tesis Doctoral 
SJ42 Tesis Doctoral 
SJ44 Tesis Doctoral 
SJ45 Tesis Doctoral 
5146 Tesis Doctoral 
SJ47 Tesis Doctoral 
SJ48 Tesis Doctoral 

Tabla 3.1. Cepas empleadas. 

20 



Capítulo 3 Materiales y Métodos 

3.1.2. Medio de conservación. 

La conservación de las cepas bacterianas se llevó a cabo mediante 

congelamiento de cultivos en los medios apropiados. Las cepas en fase exponencial 

tardía, fueron congeladas en microtubos adicionados con glicerol estéril a concentración 

final de 20%. 

3.1.3. Condiciones de crecimiento. 

Las cepas B. subtilis GB03, A. brasilense Sp7 y E. coli DH5a fueron cultivadas 

en el medio líquido LB (Anexo I: Medios de cultivos), y las cepas pertenecientes al 

género Pseudomonas fueron cultivadas en medio King B (Anexo I: Medios de cultivos). 

Se dejaron crecer en un baño agitador a 30°C y 200 rpm durante 24-48 hs. 

3.2. Material vegetal. 

Para las distintas experiencias se utilizaron plantas procedentes de una 

plantación comercial de Mentha piperita L de la Región de Villa Dolores, Córdoba. 

3.2.1. Cultivo in vitro — Micropropag.ación de menta. 

Se utilizaron explantes consistentes en estacas uninodales, con dos yemas 

opuestas o extremos apicales, Se desinfectaron con una solución de lavandina comercial 

(55,5 g/1 de cloro activo) al 17% durante 15 mm n y luego fueron lavadas 3 veces con 

H20 bidestilada estéril. Se inocularon en medio Murashige y Skoog (MS) modificado 

(Anexo I: Medios de cultivos) (Riquelme y col., 1991) suplementado con ácido 

indolbutírico (IBA) a una concentración final de 0,66 mg/1, y se dejaron crecer en 

condiciones de luz, temperatura y humedad relativa controladas. A partir de estas 

plántulas se obtuvieron los explantes utilizados en los sucesivos tratamientos, 

removiendo asépticamente las yemas terminales de los brotes obtenidos. 

3.3. Bioensavos de compuestos orgánicos volátiles. 

Se utilizaron placas de Petri (90 x 15 mm) tabicadas en el centro; en un sector se 

colocó el medio de cultivo para el crecimiento de las bacterias empleadas, Hoagland 

adicionado con sacarosa al 3% (Anexo I: Medios de cultivo), y en el otro sector se 

colocó medio de cultivo para el crecimiento de la planta, MS modificado (Anexo I: 

Medios de cultivo) (Riquelme y col., 1991), previamente autoclavados. En el sector con 

medio MS modificado se colocó un explante de menta estéril con al menos un nódulo 
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apical; y en el otro lado, separado por el tabique, se colocaron 20 11 de inóculo de cada 

una de las cepas a evaluar (Tabla 3.1). De esta forma no existió contacto físico entre la 

planta y la rizobacteria. Las cepas empleadas fueron previamente cultivadas en medio 

LB, centrifugadas, lavadas y resuspendidas en agua destilada estéril hasta alcanzar una 

D0600nm aproximadamente de 1. Se incluyó en el ensayo la cepa de referencia P. 

fluorescens WCS417r. Como control negativo se inoculó dicho sector sólo con agua 

destilada estéril. Se sellaron las cápsulas de Petri con Parafilm® M. De este modo, los 

explantes de menta fueron expuestos a VOCs producidos por microrganismos PGPR y 

cultivados bajo condiciones de luz, temperatura y humedad relativa controladas. Al 

cabo de 30 días se registraron los datos de biomasa y la parte aérea se empleó para la 

extracción de los correspondientes aceites esenciales. 

3.4. Extracción de aceites esenciales. 

El material vegetal a analizar fue pesado y colocado en un balón con 50 ml de 

agua destilada. Como estándar interno se utilizó dodecalactona (0,1 pig/50 ¡al de etanol) 

por no estar presente en los aceites esenciales, ni tener un tiempo de retención similar a 

los compuestos mayoritarios analizados en el extracto. El aceite esencial se extrajo por 

arrastre con vapor de agua en un equipo Clevenger modificado, durante 

aproximadamente 14 min. El material obtenido de la destilación se particionó con 15 ml 

de cloruro de metileno y luego el solvente fue evaporado bajo presión reducida a 40°C. 

El material obtenido fue inyectado en el cromatógrafo gaseoso (GC) para cuantificar los 

componentes mayoritarios (limoneno, terpineol, mentona, mentofurano, mentol, 

mentilacetato, mentofuranona y pulegona) (Scavroni y col., 2005). 

3.5. Cromatografía gaseosa. 

El análisis cromatográfico se llevó a cabo con un equipo Perkin-Elmer Clarus 

600. Las condiciones de operación fueron las siguientes: temperatura del horno fue 

programada desde 60°C los primeros 3 mm , a 240°C incrementando 4°C/min; la 

temperatura del inyector y del detector FID fue de 250°C, se utilizó nitrógeno a un flujo 

constante de 0,9 ml/min. Se utilizó la columna cromatográfica DB-5 (30 m x 0,25 1.1m). 

La identificación de los compuestos se llevó a cabo por comparación de los tiempos de 

retención con compuestos estándares puros (Banchio y col., 2008). De esta forma se 

determinó cualitativa y cuantitativamente la presencia de monoterpenos en los extractos 

obtenidos en los distintos tratamientos. 
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3.6. Aislamiento y caracterización de bacterias de suelo rizosféricos de plantas 

de menta. 

A los fines de determinar la presencia de Pseudomonas fluorescentes en la 

rizósfera de nuestra planta de estudio, se trabajó con suelo rizosférico adherido a raíces 

de plantas de menta procedentes de una plantación comercial (San José) de la región de 

Villa Dolores, Córdoba. Se eligió este tipo de rizobacterias ya que la cepa de referencia 

Pseudomonas fluorescens WCS417r es la que mejor efecto presentó en el análisis de 

biomasa y aceites esenciales correspondiente al Capítulo 4. Siguiendo la metodología de 

Mehnaz y colaboradores (2009), se sometieron las raíces de plantas de Mentha piperita 

a agitación por 15 mm n en tampón fosfato pH7 y luego se realizaron diluciones 

sucesivas. Se espatularon 100 11 de cada dilución en medio Agar Nutritivo (Britaniae) 

y en medio King B (Anexo I: Medios de cultivos) (King y col., 1954). Al cabo de 48 hs 

se realizó el recuento de las mismas y se generó una colección de cepas nativas a partir 

de las placas de King B en base a la fluorescencia que presentaron las colonias 

expuestas a iluminación UV. 

3.6.1. Análisis y caracterización fenotípicat

Según referencias, en el género Pseudomonas se conocen 3 especies 

fluorescentes: P. aeruginosa, P. putida y P. fluorescens. Con el objetivo de identificar 

las especies a las cuales pertenecen las cepas aisladas, se realizaron las pruebas 

bioquímicas correspondientes, utilizando como cepas de referencia Pseudomonas 

aeruginosa PAO I y Pseudomonas fluorescens WCS417r y comparando los resultados 

obtenidos (Lysenko 1961; Stanier y col., 1966; Palleroni, 2005). Las cepas se 

mantuvieron en medio King B a 30°C y se realizaron las siguientes pruebas: 

* Observación de la morfología de la colonia. 

• Determinación del Gram, según test KOH. Se mezcló una amada de las cepas 

estudiadas, con una solución KOH al 3% (p/v). En caso de positividad se observó la 

formación de un hilo mucoso, lo que resulta en una bacteria Gram negativa (Urzí y 

col., 2001). Pseudomonas fluorescens WCS417r fue utilizada como control positivo. 

Bacillus subtilis GB03 fue utilizado como control negativo. 

* Actividad oxidasa. Se resuspendió un disco de N,N,N',N'-tetrametil-p-

fenilenediamina (Kit Britania(11) en un cultivo fresco de las cepas de interés y se 

observó la oxidación del mismo a través de la aparición de color rosa. Pseudomonas 
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fluorescens WCS417r fue utilizada como control positivo. Escherichia coli DH5a 

fue utilizado como control negativo. 

* Producción de pigmentos. Se cultivaron las cepas en medio King A (Anexo I: 

Medios de cultivo) (King y col., 1954) por 48 hs a 30°C y se observó la formación 

de un halo de pigmentación alrededor de la colonia. Pseudomonas aeruginosa PAOI 

fue utilizado como control positivo. 

Itta Color de fluorescencia. Se cultivaron las cepas estudiadas en medio King B (Anexo 

I: Medios de cultivo) (King y col., 1954) por 48 hs a 30°C y luego se observó el 

color de la florescencia emitida bajo iluminación Uy. 

* Tolerancia a temperatura. Se cultivaron las cepas nativas en medio LB líquido y se 

mantuvieron a 4°C por 15 días. Pseudomonas fluorescens WCS417r fue utilizada 

como control positivo. Lo mismo se realizó a 42°C pero se mantuvieron en baño 

maría por 48 hs. Pseudomonas aeruginosa PAO I fue utilizada como control 

positivo. 

* Tolerancia a elevadas concentraciones de NaCl. Se cultivaron las cepas de estudio 

en medio LB (Anexo I: Medios de cultivo) con una concentración de NaC1 de 5% y 

6,5%, a 30°C por 15 días. 

AK4 Hidrólisis de Tweene 80. Se cultivaron las cepas de interés en medio Tween 80 

Agar (Anexo I: Medios de cultivo) por 7 días a 30°C y se observó la aparición de 

precipitado blanco alrededor de las colonias. Pseudomonas fluorescens WCS417r 

fue utilizada como control positivo (Sierra, 1957). 

* Hidrólisis del almidón. Se cultivaron las cepas de interés en medio Starch Agar 

(Anexo I: Medios de cultivo) (Gordon y Mihm 1956) por 48 hs a 30°C. Luego se 

cubrieron las placas con Lugol por 1 hs. La positividad está dada por la formación 

de un halo de clarificación alrededor de la colonia. Bacillus subtilis GB03 fue 

utilizado como control positivo. 

* Hidrólisis de la caseína. Se cultivaron las cepas de estudio en medio Skim Milk Agar 

(Anexo I: Medios de cultivo) por 48 hs a 30°C. En caso de positividad se observó la 

formación de un halo de clarificación alrededor de la colonia. Pseudomonas 

fluorescens WCS417r fue utilizada como control positivo (Salisbury y Lykos, 

1972). 

* Licuefacción de la gelatina. Se cultivaron las cepas nativas en medio Gelatin Agar 

(Anexo I: Medios de cultivo) a 30°C. Luego de 48 hs de incubación se cubrieron las 

placas por 3 hs con una solución stock de ácido tricloroacético 35% (p/v) en agua 
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deionizada. La positividad está dada por la aparición de un halo de clarificación 

alrededor de la colonia. Pseudomonas aeruginosa PAO I fue utilizado como control 

positivo (Medina y Baresi 2007). 

IQ Producción de lecitinasa. Se cultivaron las cepas de estudio en medio Egg-Yolk Agar 

(Anexo I: Medios de cultivo) a 30°C por 48 hs. La positividad está dada por la 

presencia de un halo de clarificación alrededor de la colonia. Pseudomonas 

fluorescens WCS417r fue utilizada como control positivo (Sneath, 1956). 

3.6.2. Análisis y caracterización genotípica. 

3.6.2.1. Extracción de ADN zenómico. 

A partir de 2 ml de un cultivo en fase estacionaria se realizó la extracción de 

ADN genómico mediante el uso del Genomic DNA Purification Kit (Fermentas, Thermo 

Fisher Scientific Inc., USA), siguiendo las indicaciones del fabricante. 

La presencia de ADN genómico fue verificado por electroforesis en geles de 

agarosa al 1%, conteniendo buffer TAE 1X y bromuro de etidio. Luego se visualizaron 

con transiluminador UV. 

3.6.2.2. Análisis del polimorfismo de la secuencia del gen ARNr 16S mediante 

ARDRA (Amplifled rDNA Restriction Analvsis). 

Al fin de agrupar las cepas fluorescentes aisladas de rizósfera de cultivos de M 

piperita y luego poder identificarlas, se analizó el polimorfismo de las secuencias de 

DNAr 16S mediante el corte del mismo con enzimas de restricción (ARDRA). 

Utilizando diversas enzimas de restricción que reconozcan sitios de cortes distintos, se 

pueden indirectamente revelar pequeñas diferencias en la secuencia de dicho gen, o sea 

nos permite identificar cierta diversidad en la secuencia del gen ARNr I6S (Achouak y 

col., 2000; Wu y col., 2009; Mehri y col., 2011). 

3.6.2.2.1. Amplificación del gen ARNr I6S. 

En un primer momento, se amplificó el gen ARNr 16S utilizando como 

cebadores rD1 (5' -AAGGAGGTGATCCAGCC-3 ') y fD1 (5 ' - 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ' ) (Weisburg y col., 1991). La reaccíon de PCR se 

realizó en un volumen final de 50µ1, conteniendo: 
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Buffer 1X 

MgCl2 1,5 mM 

dNTPs 0,2 mM c/u 

fD1 1 liM 

rD I 1 iuM 

Taq polimerasa 1 U 

ADN 4 ul 

Las amplificaciones de ADN se llevaron a cabo con el siguiente ciclo de 

temperaturas: 

1 ciclo de: 

95°C 5 mmn 

35 ciclos de: 

95°C 1 mmn 

61°C 1 mmn 

72°C 2 min 

1 ciclo de : 

72°C 10 min 

El tamaño de los productos de amplificación fue verificado por electroforesis en 

geles de agarosa al 1,2%, conteniendo buffer TAE 1X y bromuro de etidio. Luego se 

visualizaron con transiluminador UV. 

3.6.2.2.2. Digestión de los fragmentos amplificados del gen ARNr 16S. 

Los productos, de aproximadamente 1500 pb, obtenidos de la amplificación de 

dicho gen fueron digeridos con las enzimas de restricción MspI, Hinf I, HaeIII y AluI 

(Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) (Achouak y col., 2000; Wu y col., 

2009; Mehri y col., 2011; Nievas y col., 2012). Las enzimas de restricción Hinfl y MspI 

generan cortes cohesivos en las siguientes secuencias de ADN: Hinfl 5' G1ANTC 3', 3' 

CTNATG 5' y Mspl, 5' C1 CGG 3', 3' GCCTC 5', mientras que para AluI, 5' AGC1T 

3', 3' TCTGA 5' y HaeIII, 5' GG1CC 3', 3' CCTGG 5' los cortes generados sobre el 

ADN presentan la característica de ser romos. 

Se siguieron las indicaciones del fabricante, con el siguiente contenido de 

reacción: 
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Amplificado 10 11 

H20 18 µ 1 

Buffer 10X 2 111 

Enzima 1 µI 

Se dejaron incubar a 37°C, overnight (0/N). Los productos digeridos fueron 

separados por electroforesis en geles al 3% de agarosa, realizado en tampón TAE 1X y 

bromuro de etidio, a 60V por los primeros 15 mm n y luego a 90V por los restantes 75 

min. Luego se visualizaron y fotografiaron bajo transiluminador UV. 

3.6.2.3. Amplificación de secuencias repetidas a lo lamo del genoma. 

La diversidad intraespecífica de la población nativa de Pseudomonas 

fluorescentes de cultivos de M piperita fue determinada a través de la amplificación de 

secuencias ERIC (Enterobacterial Repetitive Integenic Consensus) (Wolska y Szweda, 

2008) y BOX (Scortichini y col., 2005; Wolska y col., 2011; Parejko y col., 2012) 

repetidas a lo largo del genoma (Vyas y col., 2009). 

3.6.2.3.1. ERIC-PCR finzerprint. 

La reacción de PCR fue llevada a cabo según el protocolo descripto por Nievas y 

colaboradores (2012) para rizobacterias. Se utilizaron los primers El (5'-

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3') Y E2 (5'--

AAGTAAGTGACTGGGGTGACGG-3') (Versalovic y col, 1994). En un volumen final 

de 20111 se incorporaron: 

Buffer 1X 

MgCl2 1,5 mM 

dNTPs 0,2 mM c/u 

El 0,5 uM 

E2 0,5 uM 

Taq polimerasa 1,5 U 

ADN 2 ul 

Las amplificaciones de ADN se llevaron a cabo con el siguiente ciclo de 

temperaturas: 
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1 ciclo de: 

95°C 5 mmn 

35 ciclos de: 

94°C 1 mmn 

52°C 1 mmn 

65°C 8 mmn 

1 ciclo de: 

68°C 16 min 

Los productos de amplificación fueron separados mediante electroforesis en 

geles al 1,2% de agarosa, conteniendo buffer TAE 1X y bromuro de etidio. Luego se 

visualizaron y fotografiaron bajo luz UV. 

3.6.2.3.2. BOX-PCR finperprint. 

La reacción de PCR fue llevada a cabo utilizando el primer BOX1AR (5'-

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG- 3') (Versalovic y col., 1994). En un volumen 

final de reacción de 20111 se incluyeron (Marques y col., 2008; Proudy y col., 2008; 

Fothergill y col., 2010; Loaces y col., 2011; Wolska y col., 2011): 

Buffer 1X 

MgC12 1,5 mM 

dNTPs 0,2 mM c/u 

Primer BOXA1R 2 1M 

Taq polimerasa 1,5 U 

ADN 2 µI 

Las amplificaciones se llevaron a cabo con el siguiente ciclo de temperaturas 

(Marques y col., 2008; Proudy y col., 2008; Fothergill y col., 2010; Loaces y col., 2011; 

Wolska y col., 2011): 

1 ciclo de: 

95°C 5 mmn 

35 ciclos de: 

94°C 1 mmn 

57°C 1 mmn 

65°C 8 mmn 

1 ciclo de: 

65°C 15 min 
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Los productos de amplificación fueron separados mediante electroforesis en 

geles al 2% de agarosa conteniendo tampón TAE 1X y bromuro de etidio, a 60 V por 

los primeros 30 mm y a 90 V por las restantes 2 hs. Luego fueron visualizados y 

fotografiados en transiluminador UV. 

3.6.2.4. Análisis de los datos genotípicos. 

Las imágenes obtenidas de las distintas electroforesis se analizaron de forma 

manual. A partir de ellos se obtuvieron matrices binarias correspondientes a la 

presencia/ausencia, en cada muestra, de los marcadores obtenidos en las 

amplificaciones. Estas matrices fueron analizadas con el programa InfoGen versión 

2011 (Universidad Nacional de Córdoba), para calcular los datos de distancia y 

construir los dendrogramas correspondientes. 

3.6.2.5. Análisis de las secuencias del gen ARNr 16S de cenas nativas aisladas de 

rizósfera de menta. 

Al fin de determinar la posición y las distancias filogenéticas entra las distintas 

cepas fluorescentes aisladas de rizósfera de cultivos de M piperita, se realizó el 

correspondiente análisis de las secuencias del gen ARNr 16S. La secuencia de 

nucleótidos de los productos purificados de PCR fue determinada por el laboratorio 

MACROGEN Service Center (Seúl, Corea). Para ello fueron empleados los siguientes 

cebadores universales: 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'), 1492R (5'-

TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3'), 518F (5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-

3') y 800R (5'-TACCAGGGTATCTAATCC-3') (Lane, 1991). 

Las secuencias de nucleótidos obtenidas fueron analizadas utilizando el programa 

BLAST (National Center for Biotechnology Information [NCBI]; 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul y col., 1997) a los fines de determinar las 

identidades de las cepas bajo estudio. Las secuencias de cepas de referencia de diferentes 

especies del género Pseudomonas se obtuvieron de la base de datos de nucleótidos del gen 

del ARNr 16S depositadas en GenBank (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) y fueron 

utilizadas para fines comparativos (Anzai y col., 2000). Los alineamientos múltiples de 

dichas secuencias fueron realizados empleando el programa ClustalW (Higgins y col., 

1994). 

Los análisis filogenéticos, construcción, manipulación y visualización de los 

árboles filogenéticos fueron conducidos empleando las secuencias alineadas a través del 
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programa MEGA versión 4 (Tamura y col., 2007). Se utilizó el algoritmo de Neighbor 

Joining (Saitou y Nei, 1987) de acuerdo al modelo de 2-parámetros de Kimura (Kimura, 

1980). La topología de los árboles fue analizada empleando el estadístico bootstrap y los 

valores obtenidos fueron expresados como un porcentaje de 1000 replicaciones. 

Las secuencias de nucleótidos del gen ARNr 16S de cepas nativas aisladas de 

rizósfera de menta obtenidas en el presente trabajo fueron publicadas en la base de datos 

GenBank (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) para obtener el correspondiente 

número de acceso. 

3.7. Determinación de los principales mecanismos directos e indirectos de 

promoción del crecimiento vegetal. 

Se realizó la caracterización de las siguientes actividades de promoción del 

crecimiento vegetal: 

7-1 producción de mVOCs, se estudió el efecto que pueden ejercer la de las cepas nativas 

en la biomasa de plantas de Mentha piperita micropropagadas. Para los ensayos, se 

utilizaron placas de Petri tableadas a fin de evitar el contacto entre la planta y las 

rizobacterias nativas, como descripto anteriormente. Al cabo de 30 días se 

analizaron: longitud y peso seco de la raíz, longitud y peso fresco del tallo, número 

de nudos, ramificaciones, número de hojas y número de pelos glandulares. 

:00 producción de sideróforos, en medio CAS Agar (Anexo I: Medios de cultivo) 

(Milagres y col., 1999; Schwyn y Neilands 1987). Se distribuyó en mitad de la placa 

medio M9 (Anexo 1: Medios de cultivo) y en la otra mitad el medio CAS Agar, para 

evitar posibles falsos positivos dados por la pigmentación que presentan las cepas 

pertenecientes al grupo de Pseudomonas fluorescentes. Sinorhizobium meliloti 

RM1021 fue utilizado como control negativo. 

solubilización de fosfato, en medio Pikovskaya Agar (Anexo I: Medios de cultivo) 

(Naik y col., 2008), realizando un inoculo puntual de las cepas analizadas. 

Pseudomonas fluorescens WCS417r fue utilizada como control positivo. 

7=1_O producción de ácido indolacético (AIA), se realizó en medio LBTD4 Agar (Anexo I: 

Medios de cultivo). Se recubrieron las placas con filtros de nitrocelulosa y se dejaron 

crecer las cepas hasta alcanzar fase estacionaria. Al cabo de dicho período se incubó 

el filtro con el reactivo de Salkowsky (Anexo I: Medios de cultivo) por 1 hs. La 

respuesta positiva se presenta como un halo rojo en el filtro alrededor de la zona de 
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crecimiento bacteriano. Azospirillum brasilense Sp7 fue utilizado como control 

positivo (Bric y col., 1991). 

» biocontrol de Alternaría alternata RC21 (Oviedo y col., 2009) a través de la 

producción de mVOCs según el método de Fernando y colaboradores (2005). 

• Inoculo bacteriano. Las cepas fluorescentes aisladas se dejaron crecer en 

medio MMF (Anexo I: Medios de cultivo) hasta alcanzar la fase estacionaria, 

luego fueron lavadas y diluidas en agua destilada estéril hasta alcanzar una 

concentración final de 109 cel/ml. 100µ1 de la suspensión fueron espatulados en 

una placa con Hoagland Agar (Anexo I: Medios de cultivo) adicionado con 

3% de sacarosa y se dejaron crecer por 48 hs a 30°C. Como control negativo se 

espatuló la placa con 100 pi de agua estéril. 

• Inoculo fúngico. La cepa de A. alternata RC21 se dejó crecer en medio PDA 

(Britania0) por 7 días. Al cabo de dicho período, un disco de 5 mm de 

diámetro de la superficie de agar fue inoculado en placas de PDA estériles. 

• Exposición a VOCs. Las bases de las placas de Petri con medio de cultivo 

Hoagland y PDA, se pusieron una en contra de la otra y se sellaron. De esta 

forma, A. alternata RC21 fue expuesta a los VOCs producidos por las cepas 

fluorescentes nativas. Al cabo de 4 días de crecimiento se midió el diámetro de 

crecimiento fúngico. 

3.8. Análisis Químico del conjunto de mVOCs producidos por Pseudomonas 

fluorescentes. 

Se realizó la caracterización de los principales mVOCs emitidos por las cepas 

pertenecientes al grupo de Pseudomonas fluorescentes nativas aisladas de rizósfera de 

menta según la metodología de Lee y colaboradores (2012). Las cepas utilizadas fueron 

seleccionadas por el incremento presentado en la producción de AB en plantas de menta 

micropropagadas y por su actividad en el control biológico del crecimiento vegetativo 

de A. alternata RC21 (Capítulo 6). Como control positivo del sistema fue incluida la 

cepa B. subtilis GB03, ya que es una bacteria PGPR que posee la caracterización 

completa de los VOCs emitidos (Farag y col., 2006). Como control negativo se incluyó 

la cepa de referencia E. coli DH5a y las cepas nativas SJ20 y SJ31 ya que son cepas 

fluorescentes nativas que no poseen actividad PGPR; además de realizarse la detección 

de VOCs por parte del medio de cultivo. Las cepas empleadas fueron previamente 

cultivadas en medio Hoagland (Anexo I: Medios de cultivos) adicionado con un 0,4% 
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de TSB (Britania(10) y mantenidas en agitación por 48 hs. La captura de dichos 

compuestos se realizó con fibras SPME con un centro de 50/30p.m de espesor de 

divinilbenzeno/carboxeno recubierto con polidimetilsiloxano como material de 

adsorción (DVB/CAR-PDMS) (Supelcot). La recolección de los VOCs se efectuó en 

agitación a 40°C por 30 min. Para la identificación de dichos compuestos, las fibras 

fueron desadsorbidas en el inyector de un cromatógrafo de gases asociado a un 

espectrómetro de masas (GC-MS). 

3.8.1. Cromatozralla mema. 

El análisis cromatográfico se llevó a cabo con un equipo Perkin-Elmer Clarus 

600 equipado con una columna DB5 de 60 m de longitud x 0,25 pim de espesor. La 

corrida cromatográfica tiene una duración total de 25 minutos. La temperatura del 

puerto de inyección fue mantenida a 210°C por 1 mm , en modo splitless con un flujo 

constante de He de 1 ml/min. Las fibras se mantuvieron en el puerto por 10 mm n para 

permitir la limpieza total de las mismas. La temperatura inicial del horno fue 

programada a 33°C con rampas de 10°C/min hasta alcanzar los 180°C y rampas de 

40°C/min hasta alcanzar la temperatura de 220°C, que se mantuvo por 5 min. La 

ionización de los analitos se realizó con ionizador electrónico que operó a 70eV con una 

fuente a 200°C y con el cuadrupolo a 150°C. Se realizó un escaneo continuo de los 

fragmentos con relación m/z de 40 a 500. La identificación inicial se efectuó 

comparando la relación m/z de los principales fragmentos obtenidos a partir de los 

analitos y los presentes en la base de datos NIST, considerando aquellos compuestos 

que presentaban un índice de similitud (SI) mayor a 800. De esta forma se determinó 

cualitativa la presencia de VOCs. 

3.9. Bioensayos de plantas inoculadas con cepas nativas. 

Se utilizaron placas de Petri (90 x 15 mm) con medio de cultivo MS modificado 

con una concentración de agar al 0,5 %, previamente autoclavado, para el crecimiento 

del material vegetal y las bacterias. El medio de cultivo estéril se inoculó con 

Pseudomonas fluorescentes nativas a una concentración de 106 cel/ml y luego de 

solidificarse, se colocó un explante de menta estéril con al menos un nódulo apical. Las 

cepas empleadas fueron previamente cultivadas en medio MMF (Anexo I: Medios de 

cultivos), centrifugadas, lavadas y resuspendidas en agua destilada estéril. Se incluyó en 

el ensayo la cepa de referencia P. fluorescens WCS417r. Como control negativo se 
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inoculó sólo con agua destilada estéril. Se sellaron las cápsulas de Petri con Parafilm 

M®. De este modo, los explantes de menta fueron expuestos a la acción PGPR de los 

microrganismos. Las placas fueron mantenidas por 30 días bajo condiciones de luz, 

temperatura y humedad relativa controladas. Al cabo de 30 días se registraron los datos 

de biomasa y la parte aérea se empleó para la extracción de los correspondientes aceites 

esenciales. 

3.10. Recuento y análisis de tricomas Elandulares foliares. 

Se recolectaron hojas del tercer nudo de plantas de menta micropropagadas 

inoculadas con cepas fluorescentes nativas. Las hojas de los diferentes tratamientos 

fueron clarificadas utilizando una mezcla de partes iguales de una solución de 

hipoclorito de sodio al 5% y de hidróxido de potasio al 2%. El material permaneció 

sumergido en la solución aproximadamente 48 hs. Al cabo de este período, las mismas 

fueron lavadas 5 veces con agua corriente y coloreadas con safranina por 20 s, 

nuevamente lavadas y montadas en un portaobjeto sobre glicerina diluida al 10%. 

Posteriormente, sobre las mismas se colocó el cubreobjeto que fue sellado pincelando 

con esmalte acrílico en su contorno. 

Los preparados semipermanentes obtenidos fueron observados con un 

microscopio Zeiss Standard 16 y fotografiados con un microscopio trinocular Zeiss 

Axiostar plus, equipado con cámara de captura digital de imágen TS View de 5.0 mega 

pixels. Se tomaron tres micrografías de la cara adaxial de las hojas con un aumento 

10X, dos perifericas y una central. Cada ensayo se realizó por triplicado. El recuento de 

tricomas glandulares se realizó a partir de las micrografías obtenidas en áreas de lmm2. 

3.11. Análisis estadísticos. 

Las comparaciones entre los distintos tratamientos se efectuaron mediante 

análisis de varianza (ANOVA). Por cumplir con los supuestos de normalidad, 

independencia y homogeneidad de varianza, como test a posteriori se aplicó el test LSD 

Fischer de comparaciones múltiples, a nivel de probabilidad p<0,05. Cuando fue 

requerido los datos de los diferentes ensayos fueron sometidos a un test estadístico 

multivariado de componentes principales. Todos los análisis estadísticos fueron 

realizados con el programa Infostat versión 2011 (Universidad Nacional de Córdoba). 
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Capítulo 4- Resultados y Discusión: 

Influencia de mV0Cs de cepas de referencia sobre el crecimiento vegetal 

de plantas de menta. 

Transcurridos 30 días de la exposición de explantes de menta a VOCs 

producidos por las distintas cepas de referencias (Tabla 3.1), se observó un crecimiento 

bacteriano puntual, formando una gran colonia. No existió contacto físico entre éstas y 

las plántulas de M piperita situadas en el sector opuesto de la placa (Fig. 4.1). 

Fig. 4.1. Placas tabicadas obtenidas en los tres tratamientos de plantas de M. piperita con las cepas de 

referencia. A.- Control negativo; B.- Azospirillum brasilense Sp7; C.- Bacillus subtilis GB03; D.-

Pseudomonas fluorescens WC S4 1 7r. 

4.1. Influencia de mVOCs sobre la biomasa de plantas de menta. 

Los efectos de los compuestos orgánicos volátiles bacterianos generados sobre el 

desarrollo de plantas de menta difirió entre las 3 cepas PGPR de referencia evaluadas 

(Santoro y col., 2011). Se observó que GB03 y WCS417r producen un mayor efecto de 

promoción del crecimiento vegetal, provocando un incremento significativo a nivel de 

raíz, tallo y hoja. El peso seco y la longitud de las raíces fueron 300% y 30% superiores, 

con respecto a los controles en plantas expuestas a volátiles de P. fluorescens y B. 

subtilis respectivamente (Fig. 4.2. A). En estos mismos tratamientos, el peso 
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fresco aéreo incrementó aproximadamente ente 90-70% respectivamente (Fig. 4.2. B). 

Este aumento del peso puede ser producido por la combinación del aumento del tamaño 

de las hojas y del número de ramificaciones, que se vieron duplicados (Fig. 4.2. C-D). 

Estos resultados indican que los efectos PGPR generados por P. fluorescens WCS417r 

sobre la biomasa vegetal podrían estar mediados en parte, por la emisión de mVOCs. 

Los efectos observados confirman los resultados obtenidos anteriormente, en los 

cuales compuestos volátiles emitidos por B. subtilis GB03 también demostraron 

estimular el desarrollo vegetal de plantas de albahaca, incrementando la superficie 

foliar, el peso fresco del tallo, así como longitud y peso seco de raíces (Banchio y col., 

2009). Estos efectos causados en algunos parámetros de crecimiento vegetal fueron 

explicados por ensayos realizado por Zhang y colaboradores (2007), en los cuales 

identificaron alrededor de 600 genes de plantas de A. thaliana cuya expresión se vió 

modificada cuando se encontraron expuestas a mVOCs de B. subtilis GB03. Entre ellos 

se incluyeron genes asociados a la estructura de la pared celular que favorecen la 

expansión y reducen la rigidez de la misma, así como genes involucrados en el 

metabolismo y el transporte de auxina. Este último lleva a una acumulación de esta 

fitohormona a nivel de raíz y primordios de raíces laterales, favoreciendo así el 

desarrollo y la expansión del tejido radicular, lo que aumenta la superficie de 

intercambio con el suelo, llevando finalmente a una mayor absorción de nutrientes. El 

transporte de la auxina producida a nivel de hoja hacia los tejidos radiculares, disminuye 

la concentración foliar de la misma, lo cual favorece la elongación y diferenciación 

celular y, por ende, la expansión foliar (Boerjan y col., 1995; Zak'imalová y col., 1995; 

Winicur y col., 1998). Este mecanismo podría explicar la promoción del crecimiento 

mediada por VOCs producidos por B. subtilis GB03 y P. fluorescens WCS417r 

observada en nuestros ensayos con respecto al peso seco de raíz, peso fresco del tallo y 

superficie foliar de las plantas de M piperita. 

Sin embargo, VOCs emitidos por A. brasilense Sp7 no produjeron ningún efecto 

sobre el crecimiento vegetal de plantas de menta micropropagadas. Esto sugiere que el 

efecto PGPR que Sp7 produce en diferentes cultivos (Molla y col., 2001; Rothballer y 

col., 2003), está mediado por la producción de compuestos solubles, tales fitohormonas 

(auxinas, giberelinas y citicininas) y la fijación de nitrógeno, que son los principales 

mecanismos de promoción del crecimiento vegetal registrados en dicha especie (Ortiz-

Castro y col., 2008). 
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4.2. Influencia de mVOCs sobre la producción de AE de plantas de menta. 

Se estudiaron alrededor de 30 compuestos presentes en todos los tratamientos, 

incluyendo el control. Sólo se encontraron diferencias significativas en los terpenos 

mayoritarios (Fig. 4.3). Se observó que solo la exposición a mVOCs de P. fluorescens 

WCS417r produjo un aumento de alrededor del 90% en la cantidad de AE totales (Fig. 

4.3. A). En relación a los compuestos mayoritarios, en este mismo tratamiento, se 

registró un incremento del 25% en el contenido de mentofurano (Fig. 4.3. B), de 15 

veces en el contenido de mentona y de 3 veces en el contenido de pulegona, con 

respecto al control (Fig. 4.3. C). El aumento del rendimiento total de AE en respuesta a 

los volátiles bacterianos, no se debe a un incremento de la biomasa vegetal, dado que el 

rendimiento es un valor que se obtiene de la relación entre el volumen de AE extraído 

por gramo de peso freso de la parte aérea de la planta. Por lo tanto, sugerimos que esta 

respuesta puede deberse a una estimulación en la síntesis de monoterpenos, sin llegar a 

incrementar directamente la concentración de este último. En base a los resultados 

obtenidos, podemos inferir que hay una acumulación a nivel de pulegona y mentona, 

precursores de mentol. El aumento a nivel de mentofurano es también una consecuencia 

probable del incremento de la pulegona, ya que éste es también un producto de la ruta 

biosintética que tiene como precursor dicho compuesto (Lange y Croteau 1999; Turner 

y Croteau 2004). 

mVOCs producidos por A. brasilense Sp7 provocaron una reducción del 20% en 

la cantidad de mentol y mentofurano con respecto a los demás tratamientos y las plantas 

control. Por otra parte, Sp7 presentó un aumento en la cantidad de mentona de 13 veces 

mayor al contenido del control, lo que demuestra, también, una acumulación de dicho 

precursor de la vía biosintética del mentol. 

La acumulación de los monoterpenos precursores podría deberse a que los 

tricomas glandulares de plantas micropropagadas a 30 días de crecimiento, no han 

llegado a la maduración total, ya que McConkey y colaboradores (2000), reportaron que 

la enzima (-)-mentona reductasa es la última en activarse, para reducir mentona a 

mentol. 

mVOCs producidos por B. subtilis GB03 no produjeron variaciones 

estadísticamente significativas en la cantidad de AE (p>0,05) a pesar del efecto positivo 

presentado en la biomasa. Cabe mencionar que tampoco se encontraron diferencias en el 

porcentaje relativo de los componentes mayoritarios de los tratamientos con respecto al 

control (p?0,05) (Tabla 4.1). 
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Fig. 4.3. Efecto de la 

exposición a VOCs 

producidos por bacterias 

PGPR de referencia sobre el 

contenido de AE totales (A), 

de mentol y mentofurano (B) 

y de mentona y pulegona 

(C) en plantas de menta 

micropropagadas. 

diferencia 

estadísticamente significativa 

con respecto al control 

(p5_0,05). Se realizaron 4 

repeticiones independientes, 

con 10 replicas (n=10) por 

cada uno. 

A diferencia de los efectos producidos por mVOCs de GB03 en estos ensayos, 

Banchio y colaboradores (2009) encontraron un aumento en el contenido total y 

componentes mayoritarios de AE en plantas de albahaca. Con respecto a plantas 

aromáticas inoculadas directamente sobre raíz, ensayos realizados en orégano con P. 

fluorescens y A. brasilense, registraron un incremento en el contenido total de AE y una 

variación en el porcentaje relativo de los componentes mayoritarios (Banchio y col., 

2008; Banchio y col., 2009; Banchio y col., 2010). Estos resultados indican que el 
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proceso de promoción del crecimiento vegetal es especie-específico de la planta y de la 

bacteria participantes de la interacción. 

LIMONENO TERPINEOL MENTONA MENTOFURANO MENTOL PULEGONA 

CONTROL 3,65 ± 1,84 2,98 ± 0,27 1,65 ± 0,68 1,16 ± 0,09 9,53 ± 2,8 45,29 ± 9,91 

Sp7 2,72 ± 0,21 3,43 ± 0,64 2,92 ± 1,05 0,81 ± 0,25 5,90 ± 2,07 56,48 ± 9,53 

G903 2,53 ± 0,93 2,72 ± 0,33 2,59±1,13 1,39 ± 0,35 11,3±2,89 50,71 ± 9,92 

WC5417r 1,66 ± 0,2 2,6 ± 0,13 2,23 ± 0,78 1,44 ± 0,31 6,11 ± 1,89 59,95 ± 7,7 

Tabla 4.1. Porcentajes relativos de los compuestos mayoritarios analizados luego de la exposición de 

plantas de menta a mVOCs emitidos por cepas de referencia. LSD Fischer, p> 0,05. 

En relación a la composición de los AE, en los perfiles cromatográficos de los 3 

tratamientos, se evidenciaron 3 compuestos no presentes en el control, que 

corresponden a los tiempos de retención 12,8 mm n (G), 27,6 mm n (V) y 28,30 mm n (W) 

(Tabla 4.2). Al mismo tiempo, plantas expuestas a VOCs producidos por P. fluorescens 

WCS417r presentaron otro compuesto suplementario, no encontrado en los demás casos 

de estudio ni en el control, que corresponde al tiempo de retención 22,0 mm n (a). Sin 

embargo, en explantes tratados con VOCs emitidos por A. brasilense Sp7 no se observó 

la presencia de los compuestos correspondientes a los tiempos de retención 12,5 mmn 

(F), 14,5 mm n (I) y 14,8 (J), que si se encuentran en los perfiles de AE del control y los 

demás tratamientos (Tabla 4.2). Esto podría indicar que la exposición a VOCs 

producidos por las cepas de referencia no solo varía el contenido de los monoterpenos 

mayoritarios, sino que también es capaz de alterar el conjunto de terpenos presentes en 

la parte aérea de las plantas analizadas, si bien su porcentaje relativo es bajo. 

Es de amplio conocimiento que la biosíntesis de terpenos, siendo metabolitos 

secundarios, depende directamente del metabolismo primario, es decir de la fotosíntesis 

y de las vías oxidativas suplementarias de productos carbonados. Giri (2003) ha 

demostrado que la tasa fotosintética de plantas inoculadas con bacterias PGPR aumenta 

debido al mejor estatus nutricional presentado por las mismas. Por ende, factores que 

aumenten o mejoren el metabolismo primario, llevan a un aumento en la producción de 

metabolitos secundarios (Shulka y col., 1992). En ensayos de A. thaliana expuesta a 

VOCs emitidos por B. subtilis GB03, han sido identificados dos compuestos volátiles 

con actividad biológica, 3-hidroxi-2-butanona (acetoina) y 2R,3R-butanediol, (Farag y 

col., 2006). Como ha sido discutido en el Capitulo 1, estos compuestos son capaces de 

regular la homeostasis de auxina, aumentar la tasa fotosintética y mejorar la absorción 

39 



Capítulo 4 Resultados y Discusión 

de hierro, mejorando de este modo el estatus nutricional de la planta, que resulta en una 

mayor disponibilidad de sustratos para la síntesis de monoterpenos (Harrewijn y col., 

2001; Zhan y col., 2007; 2008a, 2009). 

T.R. NOMBRE CONTROL 8p7 GI303 WCS417r 

6,80 A 

7,10 B 

8,00 C 

12,00 D 

12,30 E 

12,50 F 

12,80 G 

14,20 H 

14,50 I 

14,80 J 

15,10 K 

15,30 L 

16,00 M 

TERPINEOL 

18,4C MENTONA 

18,90 MENTOFURANO 

19,20 MENTOL 

21,60 PULEGONA 

22,00 a 

22,50 N 

23,00 ENTILACETAT? 

23,50 0 

23,70 P 

24,00 Q 

24,40 R 

24,70 S 

25,00 T 

26,80 U 

27,80 V 

28,30 W 

28,50 X 

28,80 Y 

29,00 Z 

z9,50 131ENTOFURANOb 

NUMERO TOTAL 
DE COMPUESTOS 31 31 32 35

Tabla 4.2. Compuestos analizados y 

sus respectivos tiempos de retención 

en el perfil cromatográfico de los 

aceites esenciales de plantas de M. 

piperita expuestos a VOCs 

producidos por bacterias de 

referencia. Las celdas rellenas indican 

la presencia del compuesto relativo a 

ese tiempo de retención. 
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Se conoce que los terpenos actúan estabilizando físicamente las membranas de 

los tilacoides o bloqueando especies de oxígeno reactivo como el ozono que puede 

llevar a la degradación de la misma (Pichersky y Gershenzon, 2002). Otra función 

ampliamente documentada de los terpenos es la de actuar como elementos de defensa 

frente a los fitófagos (Wittsotck y Gershenzon, 2002; Banchio y col., 2007) y patógenos 

(Hammerschrnidt y Nicholson, 1999), gracias a sus conocidas propiedades 

antimicrobianas (Sangwan y col., 2001; Sokovié y col., 2009; Sharafi y col., 2010; 

Zheljazkov y col., 2010). Podría considerarse que el aumento de la síntesis de los 

componentes principales de los AE registrados es debido a una respuesta defensiva del 

vegetal frente a la colonización de microorganismos. Ha sido bien registrado que la 

biosíntesis de metabolitos secundarios puede ser desencadenada por ciertos factores de 

estrés. Las plantas producen un gran número de este tipo de metabolitos con distintas 

funciones dependiendo del contexto ecológico. Varios compuestos isoterpenoides son 

tóxicos y pueden servir como línea de defensa contra microbios patógenos, insectos y 

distintos animales herbívoros (Wittsotck y Gershenzon, 2002). Analogamente, la 

síntesis de monoterpenos está inducida por la alimentación de herbívoros en 

Minthostachys mollis (Banchio y col., 2007) y otras especies de plantas, a fin de 

proteger las hojas dañadas frente a futuros ataques (Harrewijn y col., 2001). Algunos 

terpenos volátiles son capaces también, de repeler organismos dañinos y/o atraer 

polinizadores o insectos que son predadores naturales de algunos fitófagos (Pichersky y 

Gershenzon, 2002; Pare y col., 2005). 
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Capitulo 5- Resultados y Discusión: 

Aislamiento y caracterización de bacterias benéficas de suelo rizosférico 

de plantas de menta. 

Siguiendo la metodología de Mehnaz y colaboradores (2009), se generó una 

colección de cepas nativas. Se realizó un recuento total de 3,05 x 107 cel/g de suelo 

rizosférico, de las cuales sólo 4,7 x 105 cel/g de suelo presentaron el fenotipo 

fluorescente (1,54%). Se aislaron un total de 50 cepas denominadas con las letras SJ y 

los números del 1 al 48, las cuales fueron caracterizadas fenotípica y genotípicamente. 

5.1. Análisis y caracterización fenotínica. 

El análisis fue realizado sobre el total de la colección de cepas obtenidas a partir 

del aislamiento inicial. A medida que se realizaron los test se fueron excluyendo de la 

caracterización aquellas cepas que no presentaban resultados coincidentes con los 

esperados, según bibliografía para las especies de interés (Tabla 5.1). 

En base a los resultados obtenidos 33 cepas nativas (66%) fueron agrupadas con 

Pseudomonas putida, sólo una (5J34) encontró similitud con Pseudomonas fluorescens 

WCS417r y ninguna se agrupó con Pseudomonas aeruginosa PAO I (Fig. 5.1). El 

remanente 28% de los aislamientos no encontró agrupamiento con las especies 

analizadas, por lo tanto fueron excluidas. Cabe destacar que luego del aislamiento 

inicial se realizó una selección por promoción del crecimiento mediado por mVOCs 

(Capítulo 6) y las cepas SJ04, SJ46, SJ7b y SJ8, si bien no presentaron las 

características fenotípicas esperadas, no fueron excluidas de la caracterización por 

presentar un efecto positivo sobre la biomasa de plantas de menta micropropagadas. 

No se encuentran en bibliografia trabajos que reporten sobre aislamientos de 

cepas nativas a partir de suelo rizosférico de plantas aromáticas. Se encontró un número 

de bacterias por gramo de suelo similar a los encontrados en rizosferas de otras plantas a 

pesar de la presunción de la presencia de AE en los exudados radicales y el consiguiente 

efecto tóxico de los mismos sobre células vivas (Chen y col., 2004; Bogino y col., 

2013). Se han recolectado exudados radicales de plantas de M piperita 

micropropagadas a fin de determinar la presencia de monoterpenos. Luego del análisis a 

través GC-MS no se registraron AE, demostrando que las raíces de menta cultivadas in 

vitro no liberan estos terpenos a la rizósfera. 

42 





Capítulo 5 Resultados y Discusión 

2 1.. el t.21 . rs N ... l gE1,5. 11 

,..., O. • • 1 1 
..„ > 

Z 
cm 
> 

Sil + + verde verde +/_ + 

SJ2 + + nd nd marron nd nd nd nd nd nd nd nd nd 

9.13 + ad nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 

SJ4 +/_ 

SISe + + ml vid nd nd nd nd nd nd nd nd nd 

S.15b + _ nd nd nd nd nd nd nd nd nd vid nd n 

9.16 + _ nd . nd '1144'»4#111 
SJ7a + + nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd vid n 

S.17b _ + + - naranja naranja + ,i- - + _ _ + - 
SJ8 + + _ naranja +1_ + 

9.19 + celeste verde - +4_ + 
SJI0 + + verde verde - +/_ + + 

MI + + verde verde - +/- + 

SJ12 + + celeste . +/_ + 

5.113 + + celeste verde +1_ + + 

SJI4 + + _ _ _ + - _ _ 

SJ1S + + nd , nd _ nd nd nd nd lid nd nd nd nd 

SJI6 - + + + - + + _ _ _ _ 
SJ17 + 4- verde verde + I- _ _ 

SJI8 + + verde _ verde + + 

8.119 nd nd 
SJ20 
M21 
SJ22 

+ + 
+ + verde 
+ + verde 

S.12.3 + + 

SJ24 + + 

8.125 + + 

SJ26 + + nd 

Sj27 
8.128 
9.139 
SJ30 
SJ3 I 
SJ32 
9. 33 

+ + 

+ + verde 
+ + celeste 

verde 
+ + verde 

SJ34 + nd 
8.13! 
SJ36 

nd 

verde 
verde 

110* 
verde 
lude 
verde 

nd nd nd vid nd nd cid nd 

nd nd nd nd nd nd nd nd nd 

verde nd nd 
verde 

celeste 
verde 

SJ37 verde 
ssus + + verde verde 

5J39 + + wide verde 
SJ40 + + verde verde 
SJ 41 + + * _ _ 
SJ42 + + verde _ verde 
8J43 
SJ44 

nd 

si.15 + + 
SJ46 
SJ 47 
SJ48 

verde 

+ + verde 

nd 

verde 

verde 

+ + + 

nd nd nd nd nd nd vid nd 

+ nd + 

1+11
+/_ + 

PAO I verde reul verde 4-+ + 

WCS417r + + verde verde + + 

Tabla 5.1. Resultados de las pruebas bioquímicas realizadas sobre los aislamientos nativos. Las pruebas 

se realizaron por duplicado, con dos replicas (N=2) cada una. 
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Oxidasa — 
S104 
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S106 
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Aspecto King B 
naranja 

S108 

Fluorescencia UV — 
Aspecto King B 
naranja 
Hidrólisis gelatina + 
Hidrólisis caseina + 
Hidrólisis tween'80+ 

517b 

Ps. putida 
Gram • 
Catalasa + 
Oxidasa + 
Fluorescencia UV + 
Aspecto King B verde 
185% NaCl + 
18 6,5% NaCI +/-
4°C +/-
42 °C - 
Hidrólisis gelatina -
Hidrólisis almidón - 
Hiclroiisn caseina-
Hidrólisis tween'80 - 
Prod. Lecitinasa - 

S101 5130 
SJO9 SJ31 
S110 5132 
5111 5133 
SJ12 5135 
5113 5136 
S.116 5137 
5117 5138 
S118 5139 
5120 5140 
5121 S.141 
922 5142 
5124 S.144 
5125 5145 
5127 S.147 
5.128 5148 
S.129 

Ps. Fluorescens WCS417R 
Gram - 
Catalasa + 
Oxidasa + 
Fluorescencia UV + 
Aspecto King B verde 
LB 5% NaCI + 
LB 6,5% NaCI +/-
4°C +/-
42 °C - 
Hidrólisis gelatina + 
Hidrólisis almidón - 
Hidrólisis caseina + 
Hidrólisis tween 80 + 
Prod. Lecitinasa + 

S.134 

Gram + 
SJO2 
903 
515a 
5.17a 
5115 
919 
Si 26 
SJ43 

Fig. 5.1. Agrupación obtenida a partir de los aislamientos nativos y las cepas de referencia P. fluorescens 

y P. putida en base a la caracterización fenotípica. Los recuadros reúnen las características, que según 

referencia corresponde a P. putida y P. fluorescens. Los recuadros laterales evidencian las diferencias 

presentadas con respecto a éstas. 

5.2. Análisis y caracterización genotípica. 

Al fin de agrupar las cepas fluorescentes aisladas de rizósfera de cultivos de M 

piperita y luego poder identificarlas, se aplicaron las técnicas ARDRA, ERIC-PCR y 

BOX-PCR. Se utilizaron 38 aislamientos de cepas nativas fluorescentes aisladas de 

rizósfera obtenida de plantas de M piperita. Además, se incorporaron en este trabajo 2 

cepas de referencia del género Pseudomonas: WCS417r (Pseudomonas fluorescens) y 

KT2440 (Pseudomonas putida) representantes de los fenotipos mayormente presentes 

en la colección de cepas nativas aisladas. 

5.2.1. Análisis del polimorfismo de la secuencia del gen ARNr 16S mediante 

ARDRA (Atnalified rDNA Restrictkn Analvsis). 

La amplificación del gen ARNr 16S de todas las cepas bajo estudio, ya sean 

nativas o de referencia, se obtuvo por PCR utilizando los primers fD1 y rD1 

respectivamente (Weisburg y col., 1991). Antes de continuar con el análisis se verificó 
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la presencia en todas las muestras de una única banda de aproximadamente 1400 pb en 

el producto de PCR. 

Posteriormente, los amplicones fueron incubados con las endonucleasas Alul, 

Mspl, Hinfl y HaeIll. Éstas se seleccionaron en base a estudios previos que indican que 

las mismas presentan un alto número de sitios de reconocimiento, con el objetivo de 

poder obtener un mayor grado de discriminación entre diferentes cepas del género 

Pseudomonas (Achouak y col., 2000; Wu y col., 2009; Mehri y col., 2011, Nievas y 

col., 2012). 

Las Fig. 5.2, 5.3, 5.4 y 5.5 muestran la obtención y resolución de los fragmentos 

de ADN generados con las distintas endonucleasas. Se obtuvieron entre 5 y 7 bandas 

por amplificado, que dieron lugar a los patrones o perfiles de restricción de cada cepa en 

particular. 

De las cuatro endonucleasas empleadas la enzima AluI fue la que reveló mayor 

grado de polimorfismo (Tabla 5.2), permitiendo identificar 6 patrones de restricción 

diferentes (A-F). Este dato coincide con los encontrados por Achouak y col. (2000), en 

los cuales la enzima Alul les permitió diferenciar mejor entre los perfiles de P. 

corrugata, P. brassicacearum y P. thivervalensis. Las restantes enzimas empleadas 

generaron 4 (HinfI y HaelII) y 2 (Mspl) patrones de restricción sobre el amplicón de 

cada cepa (Tabla 5.2). Solo la enzima MspI no logró generar perfiles distintos para las 2 

especies de Pseudomonas fluorescentes de referencia utilizadas. Estos resultados 

coinciden con los encontrados por Mehri y colaboradores (2011) en los cuales la enzima 

Mspl no logró generar más de 2 perfiles y las enzimas HinfI y Haelll generaron 4 

perfiles, respectivamente, para las cepas de Pseudomonas fluorescentes estudiadas a 

partir de muestras ambientales. 

SjOu !-:J10 1. SJI1 sJin Sjli S312 5J211 

«wei - me •-• — 
mImP 

roo 0111111111A 

11111 ce•—• III • eme 
• 100'10 SOIS 

es 
1111111111 111111.111 

Fig. 5.2. RFLP obtenido utilizando la endonucleasa de restricción Haelll del gen ARNr 16S de cepas 

fluorescentes nativas. L: Ladder 100 pb 
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L 5J21 5J22 SJ24 SJ25 L SJ20 SJ27 SJ29 5J30 1 SJ3-1 8J32 SJ33 SJ34 1 SJ35 SJ36 SJ37 L 
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Fig. 5.3. RFLP obtenido utilizando la endonucleasa de restricción Mspl del gen ARNr I6S de cepas 

fluorescentes nativas. L: Ladder 100 pb . 

L Wc , KT SJO 5J04 1 SJ7 8J08 sJO SJ1 L Sil SJ12 5J1 SJ1 1 5J17 SJ113 SJ2 

1I PI immo tels • • ir ni imm• 

- et libe 

Fig. 5.4. 5.4. RFLP obtenido utilizando la endonucleasa de restricción Alul del gen ARNr 16S de cepas 

fluorescentes nativas. L: Ladder 100 pb . 
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a!~ 1~1 

esa» 

es. 
11111°

•••-• 

COM 11.11.11 1~ 1111... IMP•••• 

IMM. ~No osa iitir 

Fig. 5.5. RFLP obtenido utilizando la endonucleasa de restricción Hinfl del gen ARNr I65 de cepas 

fluorescentes nativas. L: Ladder 100 pb 

Los perfiles resultantes del tratamiento de los productos de amplificación con 

cada endonucleasa se combinaron en un único patrón, obteniéndose así un genotipo 

general de ARDRA para cada cepa, identificados con números en la tabla 5.2. La 

combinación de todos los patrones de restricción resultó en 15 genotipos diferentes, con 
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predominancia de los genotipos 1, 2 y 3. El genotipo 1 fue el más frecuente incluyendo 

16 aislamientos, 4 cepas compartieron el genotipo 2 y 3 cepas compartieron el genopito 

3 incluyendo la cepa de referencia P. pulida KT2440. Los restantes genotipos fueron 

compartidos por 2 cepas (4-8) o sólo se presenta en una única cepa (9-15), esto incluye 

la cepa de referencia P. fluorescens WCS417r. 

Genotitx) 

Perfiles de restricción 

Cepas RFIfrs 
ARNr165 

Hl«, Mspi Hoein AM 

SJO1 2 A B e 6 

SJO4 6 a A A C 

SJ7b 6 6 A A C 

5108 7 B 8 e D 

SJO9 3 A A A C 

SJ10 3 A A A C 

5111 10 A 3 3 B 

5112 15 3 B C E 

5113 1 A A A A 

5116 2 A 6 e 8 

S117 4 A A 13 A 

5118 2 A B e El 

5120 2 A 13 6 B 

$321 13 C B El A 

5122 1 A A A A 

5124 1 A A A A 

5125 9 A B A A 

5127 1 A A A A 

5128 4 A A e A 

5129 1 A A A A 

5130 1 A A A A 

5131 1 A A A A 

5132 1 A A A A 

5133 1 A A A A 

5134 11 8 a a 3 

5135 1 A A A A 

5136 1 A A A A 

5137 1 A A A A 

5138 14 C A A A 

5139 8 C B e 6 

5140 8 C El e 8 

5141 5 A 13 8 A 

5142 1 A A A A 

5144 5 A El 3 A 

5145 1 A A A A 

5146 7 El B a D 

SJ47 1 A A A A 

$148 1 A A A A 

WCS417r 12 e A a F 

KT2440 3 A A A c 

Tabla 5.2. RFLP general del gen ARNr 16S de cepas de referencia y nativas pertenecientes al grupo de 

Pseudomonas fluorescentes. 

Los patrones de bandeo generados con el análisis de restricción fueron utilizados 

para la construcción de una matriz binaria bidimensional siguiendo un sistema de 
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puntuación binario, es decir 1 indica presencia de banda y O ausencia de la misma. 

Posteriormente, esta matriz fue analizada con el programa Infogen, versión 2011. De la 

descripción de los marcadores generados por las cuatro enzimas utilizadas (Fig. 5.6) se 

puede deducir que de las 40 muestras, 25 se encuentran repetidas, o sea que el perfil 

generado se puede observar en más de una muestra. Sucesivamente, se combinaron los 

patrones obtenidos generando 40 marcadores moleculares, de los cuales 7 representan 

bandas monomórficas, o sea bandas que son únicas para la muestra que las presente, 

respecto a las otras incluidas en dicho análisis. Las mismas se observaron en los perfiles 

generados por MspI, Hinfl y Alul, mientras que la enzima Haeill presentó sólo bandas 

polimórficas. 

Descripción de datos de mardorms 

Resumen Datos Resumen por EZ2ZilielLS 

Nuestras 49 FrunwseN BP )32. 
Nuestras Duplicadas 25 IBM 11 D 
Bandas {número) 49 NSP . 2 9 
Bandas aonomórficas 7 kW e 2 19 
Btltda3 pcaimorficas (%) B2,59 E:NT 7 3 19 

!zainas 4 Iota:. '..: 7 49 

Fig. 5.6. Descripción de los marcadores genotípicos obtenidos a través del análisis ARDRA. 

Con el objeto de determinar las proximidades o similitudes genéticas entre las 

distintas cepas, en función del método molecular empleado, se construyó un 

dendrograma de genotipos de ARDRA. Este tipo de construcción es una de 

representación gráfica que permite la ilustración de las agrupaciones derivadas de la 

aplicación de un algoritmo de clustering (en este caso, encadenamiento simple más 

conocido como UPGMA) que permite identificar las cercanías o distancias entre los 

objetos de estudio. De este modo, se estableció la distancia entre los diferentes 

genotipos obtenidos mediante la aplicación del modelo Jaccard, alcanzando una 

correlación cofenética de 0,952 y contrayendo el correspondiente dendrograma (Fig. 

5.7). 

A partir del dendrograma se pudo determinar que: 

• La mayor parte de los genotipos presentaron aproximadamente un 50% de 

similitud. 

• A partir de un 50% de similitud se formaron en 2 grandes grupos: el grupo A, el 

cual se constituyó con un total de 25 cepas e incluyó los genotipos 12, 4, 14, 1, 3 y 6, 
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conteniendo las cepas de referencia P. fluorescens WCS417r y P. putida KT2440; y el 

grupo B, el cual se compuso de las restantes 14 cepas e incluyó los genotipos 6, 11, 7, 9, 

8,13, 10,5 y 2. 

Análisis de conglomerados 

Predio (Averimgs 1inking0 
Distancia: (Jaccard (sqrt (1-S) ) ) 
Correlación cofenética= 0,952 
Variables estandarizadas 

Promedio (Average linkage) 
Distancia (laccard (sqrt(1-5))) 
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Fig. 5.7. Dendrograma obtenido a partir de los patrones de RFLP del gen ARNr 16S de cepas referencia y 

nativas pertencientes al grupo de Pseudomonas fluorescentes. 

• En el grupo A, el genotipo 1 se mostró altamente relacionado, con un 80% de 

similitud, al genotipo 3 que incluyó la cepa de referencia P. putida KT2440. 

• En el grupo B, los genotipos que más se relacionaron son el genotipo 8 con el 13 

y el genotipo 5 con el 2, que presentaron un 80% de similitud entre ellos. 

8 
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Comparando la agrupación del mencionado dendrograma con las agrupaciones 

obtenidas en el correspondiente análisis fenotípico presentado anteriormente (Fig. 5.1) 

se puede concluir que: 

• El genotipo de ARDRA obtenido para las cepas SJO9 y SJ10 coincidieron en un 

100% con la cepa de referencia P. pulida KT2440 y, más importante aún, se agruparon 

a un alto porcentaje de similitud (80%) con el genotipo mayoritario (Genotipo 1), que 

representó un total de aproximadamente el 50% de las cepas bajo estudio. Estos 

resultados concuerdaron con los datos fenotípicos obtenidos anteriormente y 

confirmaron una alta correlación entre P. pulida y la población de Pseudomonas 

fluorescentes procedentes de rizósfera de menta. 

• Las cepas pertenecientes al genotipo 7 (SJ46 y SJ08), mostraron buena 

correlación en cuanto a los análisis fenotípico y genotípico, marcando su diferencia con 

P. pulida KT2440. 

• Las cepas pertenecientes al genotipo 4 (SJ17 y SJ28) y 14 (SJ38) también 

mostraron una buena correlación entre los 2 tipos de análisis, formando agrupación con 

la cepa de referencia P. pulida KT2440 a un 60% y 70 % de similitud respectivamente. 

• Las cepas pertenecientes al genotipo 6 (SJO4 y SJ7b), que en el análisis 

fenotípico presentaron alguna diferencia con P. pulida, se agruparon con ésta a un 60% 

de similitud. 

• Las cepas pertenecientes a los genotipos 10 (SJ11), 2 (SJ20, SJ18, SJ16 y SJ01), 

13 (SJ21), 9 (SJ25), 8 (SJ39 y SJ40) y 5 (SJ41 y SJ44) que coincidieron en el análisis 

fenotípico con la cepa de referencia P. putida KT2440, mostraron una baja similitud 

(35%) mediante el análisis genotípico ARDRA. 

• La cepa perteneciente al genotipo 11 (SJ34), que en el análisis fenotípico se 

asoció a la cepa de referencia P. fluorescens WCS417r, presentó en este análisis 

genotípico muy baja similitud (35%). 

• La cepa perteneciente al genotipo 15 (SJ12) presentó el genotipo más divergente 

del resto, considerando que se agrupó a un 15% de similitud a pesar de que sus 

propiedades fenotípicas fueron coincidentes con la cepa de referencia P. pulida. 

Cabe destacar que los análisis mencionados se han llevado a cabo con cepas que 

fueron aisladas a partir de un cultivo previo en placas de King B. Esta metodología nos 

permite analizar sólo las especies cultivables que, como es de amplio conocimiento, 

representan el sólo el 1% de los microorganismos totales presentes en el suelo. Por lo 
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cual la diversidad resultante de los estudios abordados se encuentra limitada a dicha 

condición. 

La aplicación de la técnica ARDRA ha sido exitosamente utilizada para el 

estudio de modificaciones en las poblaciones de distintas especies pertenecientes al 

género Pseudomonas asociadas a diversas plantaciones, como consecuencia del empleo 

de distintos manejos de cultivo (Achouak y col., 2000), así como la aplicación de 

pesticidas y otros químicos (Viti y Giovannetti, 2005; Braun y col., 2006; Wang y col., 

2008; Wu y col., 2009). Este tipo de técnica también ha sido empleada para el análisis 

de la estructura de las comunidades de Pseudomonas fluorescentes asociadas a distintos 

tipos de rizósfera o en diversos contextos ambientales (Prosser, 2002; Mehri y col., 

2011; Nievas y col., 2012). 

Las discrepancias observadas en nuestros estudios entre el análisis fenotípico y 

genotípico son de esperarse, ya que en el primero se observa una respuesta bioquímica 

correspondiente a ciertas actividades metabólicas, que pueden ser compartidas por 

distintas especies dentro de un mismo género. Por lo cual, se deduce que por sí sola no 

nos permite analizar a fondo la similitud o distancia filogenética de las cepas analizadas. 

Los estudios fenotípicos han demostrado ser una herramienta muy valiosa en el pasado, 

sin embargo hoy han sido ampliamente superados, pero no inhabilitados, por el avance 

de las técnicas moleculares, que se ponen como objetivo poder superar las dificultades 

encontradas en las técnicas tradicionales de clasificación microbiológica. Por lo tanto, a 

pesar de las diferencias observadas entre los análisis fenotípicos y genotípicos 

realizados en este estudio, podemos decir que aproximadamente un 60% aislamientos 

presentaron un 60% de similitud con P. putida KT2440 y la mayor parte de éstos, o sea 

un 50% de los aislamientos fueron un 80% similares a la cepa de referencia antes 

mencionada, confirmándose como la principal especie fluorescente presente en la 

rizósfera de menta. 

A pesar de los antecedentes mencionados, en los cuales han sido exitosamente 

aplicadas las técnicas hasta ahora presentadas, los resultados generados sólo a partir de 

un análisis fenotípico y genotípico de tipo ARDRA demuestran una vez más lo poco 

profundo y especulador que puede resultar en análisis basado sólo en estas técnicas. Se 

han llevado a cabo muchos estudios moleculares a fin de determinar la gran 

heterogeneidad de las especies de Pseudomonas fluorescentes presentes en entornos 

ambientales y hospitalarios. Varios autores comparan los estudios que generalmente se 

realizan sobre secuencias del gen ARNr 16S, ya sea ARDRA o a través de la 
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secuenciación del mismo, con otros estudios de amplificaciones de secuencias repetidas 

a lo largo del genoma, como BOX y ERIC (Naik y col., 2008; Mehri y col., 2011). Sus 

resultados demuestran que el gen ARNr16S es altamente conservado, lo que dificulta 

separar entre sí a través de la generación de patrones a las distintas especies de 

Pseudomonas, llevando a una incorrecta identificación de las mismas (Grimont, 2002; 

Rangel-Castro y col., 2002; Gomila y col., 2007; Mehri y col., 2011). Es por ello que la 

utilización en conjunto con las otras técnicas de generación de perfiles característicos 

puede ayudar a discriminar entre cepas pertenecientes a especies altamente relacionadas 

dentro del género, incluyendo en el análisis, secuencias presentes en todo el genoma y 

no sólo en un gen en particular. Algunos de estos autores proponen también, que la 

serotipificación de la pioverdina producida puede ayudar a una mejor ubicación 

sistemática de las especies analizadas dentro de este gran grupo (Meyer y col., 2007; 

Mehri y col., 2011). 

5.2.2. ERIC-PCR finlverprint. 

Para analizar con mayor profundidad la diversidad intragénica de cepas de 

Pseudomonas spp. se utilizaron cebadores ERIC a fin de abordar el estudio de 

secuencias repetidas presentes a lo largo de todo genoma bacteriano. 

La reacción de PCR se llevó a cabo según lo descripto por Nievas y 

colaboradores (2012) para rizobacterias. Con la utilización de los cebadores El y E2, 

sólo 38 cepas amplificaron en modo correcto con las condiciones aplicadas en los ciclos 

de PCR. La muestras SJ32 y SJ35 no presentaron un bandeo que pudiera ser analizado. 

Los perfiles de bandeo característicos obtenidos para cada cepa estuvieron compuestos 

por un número de bandas comprendido entre 5 y 17, y un tamaño para cada una de ellas 

de alrededor de 100 pb a 1700 pb. En la figura 5.8 se pueden observar la resolución del 

bandeo obtenido para algunas cepas. 

De la misma manera que para el análisis de RFLP-ARNr 16S realizado 

previamente, a partir del perfil de bandeo obtenido se construyó una matriz binaria en 

dos dimensiones siguiendo también, un sistema de puntuación binario, es decir, 1 indica 

presencia de banda y O ausencia de banda. El análisis de dicha matriz permitió la 

construcción de un dendrograma, a partir de los cuales fue posible evaluar, en función 

de los marcadores ERIC generados, la semejanza genética de las cepas fluorescentes 

aisladas a partir de suelo rizósferico proveniente de una plantación de M piperita. 
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Con este tipo de amplificación, se obtuvieron un total de 67 marcadores 

moleculares, que representaron sólo bandas polimórficas, de las cuales dos presentaron 

un perfil duplicado entre las muestras utilizadas, es decir, el mismo tipo de matriz 

binaria. De este modo, resultó que un total de 35 muestras presentaron un perfil único 

con respecto a las demás, y que 3 muestras fueron duplicadas, es decir tuvieron un 

100% de similitud. En la figura 5.9 se encuentra la descriptiva de los marcadores 

generados. 
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Fig. 5.8. ERIC:fingerprint obtenido a partir de diferentes cepas aisladas de rizósfera de plantas de menta. 

L: Ladder 100 pb. 

Descripr-i  án de datos de marcares 

Resumen Datos 
Muestras 38,00 
Muestras Duplicadas 3,00 
Bandas (número) 67,00 
Patrón bandas duplicadas 2,00 
Bandas monomórficas 0,00 
Bandas (%) 100,00 _polimorficas 

Fig. 5.9. Descripción de datos de marcadores obtenidos por ER1C-PCR. 
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El cálculo de las similitudes entre las distintas cepas de estudio se realizó 

mediante la aplicación del modelo de Simple Matching, con un índice de correlación 

cofenética de 0,778. El dendrograma obtenido a partir de la comparación de los perfiles 

moleculares muestra una considerable complejidad que dificulta en primera instancia la 

realización de un análisis detallado (Fig. 5.10). A diferencia del análisis por RFLP 

presentado anteriormente, se observó que los principales conglomerados o 

agrupamientos entre cepas ocurren a distancias genéticas relativamente grandes (o a 

similitudes bajas), probablemente debido al mayor número de marcadores y a su 

localización en la totalidad el genoma. Además no se observó un patrón de 

agrupamiento que unifique un alto número de cepas. 

Análisis de conglazieradas 

Prommlio (Average linkine) 
Distancia: (Simple Matching (sqrt(1-S))) 

Correlación cofenética= 0,778 
Variables estandarizadas 
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Fig. 5.10. Dendrograma obtenido con los perfiles ERIC de cada una de las cepas fluorescentes de 

referencia y nativas aisladas de rizósfera de menta. 
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A partir del dendrogama realizado se pudo determinar que: 

• Todas las cepas analizadas en este estudio presentaron un 45 % de similitud 

entre ellas. 

A un 50 % de similitud se pudo observar la formación de 4 grupos, denominados 

con números romanos (I — IV). 

• El grupo I se formó con las cepas de referencia P. fluorescens WCS417r y P. 

putida KT2440 que se separaron de la cepa SJO1 manteniendo un 55% de similitud 

entre ellas. 

4 El grupo II se relacionó más estrechamente con las cepas de referencia. Éste se 

formó incluyendo el mayor número de cepas, 19 de las 40 analizadas y dividiéndose en 

3 subgrupos (A, B y C). 

• Las cepas mayormente relacionadas dentro de este gran grupo son la SJ16 y 

SJ20 con un 70% de similitud, que a su vez se agruparon con la cepa SJ12 a un 65% de 

similitud. Las cepas SJ45 y SJ46 presentaron un 65% de similitud entre ellas. Todas 

estas cepas se encontraron a su vez formando el subgrupo B a un 50% de similitud con 

las cepas SJ33, SJ42, SJ31, SJ40, SJ44 y SJ48. 

* Dentro del mismo grupo, las cepas JS29 y S.147 también presentaron un 70% de 

similitud y se encontraron agrupadas con las cepas SJO4 y SJ34 a un 55% de similitud 

formando el subgrupo A. 

* Las demás cepas de este grupo, SJ27 con SJ25 y SJ36 con SJO4 presentaron un 

55% de similitud respectivamente, formando el subgrupo C. 

• Las cepas SJ38 y SJ39 presentaron un 100% de similitud y formaron con las 

cepas SJ37 y SJ28 el grupo III, que se formó a un 55% de similitud. 

• Las restantes cepas analizadas formaron el grupo IV presentando con respecto a 

las anteriormente mencionadas, entre un 40 y un 50% de similitud. 

• Dentro del grupo IV se destacan SJ20 con SJ21 y SJ17 con SJ18 que presentaron 

un 100% de similitud entre ellas. Las cepas SJ10 con SJ13 se mostraron relacionadas 

con un 65% de similitud y se agrupan a la cepa SJO9 a un 50% de distancia. 

Este tipo de análisis no nos permitió discriminar entre las dos especies de 

Pseudomonas fluorescentes ya que las cepas utilizadas como referencia P. putida 

KT2440 y P. fluorescens WCS417r presentaron un 50% de similitud, que coincide 

mayormente con la similitud presentada entre todas las cepas bajo estudio. 

Los estudios basados en amplificaciones de tipo ERIC fueron exitosamente 

utilizados en muestras de suelo para analizar la diversidad dentro de las cepas 
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identificadas, luego del secuenciación del gen ARNr 16S, como P. corrugata (Achouak 

y col., 2000); dando una idea real de la complejidad de la especie. Resultados similares 

fueron observaron por Selvalcumar y colaboradores (2009) que demostraron la variedad 

del género Pseudomonas en muestras de suelo montañoso de clima frío, revelando una 

división de las cepas aisladas a un 50% de similitud. Otros autores como Wolska y 

Szweda (2008) y Vyas y colaboradores (2009) demostraron la utilidad del estudio 

basado en amplificaciones de secuencias ERIC para confirmar la pluralidad presente en 

el grupo de Pseudomonas fluorescentes y en particular de la especie P. aeruginosa, en 

los cuales se observó un agrupamiento de las cepas bajo estudio a un porcentaje de 

similitud de alrededor de un 50%. Estos resultados son relevantes considerando que, al 

igual que en el presente estudio, se evaluó la diversidad presentada dentro de una misma 

especie y se muestran comparables y coincidentes en cuanto a los porcentajes de 

similitud presentados dentro del grupo de Pseudomonas fluorescentes analizadas. 

5.2.3. BOX7PCR fingerprint. 

Para estudiar aún más la diversidad entre las cepas analizadas, se realizó la 

amplificación de secuencias BOX repetidas a lo largo del genoma. La reacción de PCR 

fue puesta a punto en el laboratorio. Con el cebador BOXA1R empleado, se pudo lograr 

un patrón de bandeo en 39 cepas de las 40 utilizadas, ya que la muestra SJ25 no logró 

generar un bandeo posible de análisis. Se obtuvieron perfiles de bandeo característicos 

para cada cepa, compuestos por un número de 8 a un máximo de 20 bandas y un tamaño 

de alrededor de 250 pb a 2000 pb. En la figura 5.11 se pueden observar la resolución de 

los perfiles obtenidos para algunas cepas. 

Del mismo modo que para el análisis de los marcadores ERIC, se construyó una 

matriz bidimensional binaria que se analizó en el software InfoGen versión 2011. Con 

las condiciones de amplificación utilizadas se generaron un total de 104 marcadores, 

que representaron sólo bandas polimórficas; de éstas 14 generaron un perfil duplicado, 

es decir que presentaron la misma matriz a lo largo de las muestras analizadas. De este 

manera, se obtuvieron un total de 33 muestras con perfil único y 6 muestras con perfil 

duplicado, o sea un 100% de similitud. En la figura 5.12 se encuentra la descriptiva de 

los marcadores generados. 
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5121 5122 5124 5127 5128 5129 5130 L 5131 SJ32 

Fig. 5.11. BOX-fingerprint obtenido a partir de las diferentes cepas aisladas de rizósfera de plantas de 

menta. L: Ladder 50 pb. 

Descripción de datos de marcadores 

Resumen Datos 
Muestras 39,00 
Muestras Duplicadas 6,00 
Bandas (número) 104,00 
Patrón bandas duplicadas 14,00 
Bandas monomórficas 0,00 
Bandas polimorficas (%) 100,00 

Fig. 5.12. Descripción de datos de marcadores obtenidos por BOX-PCR. 

Se calcularon las distancias entre las diferentes muestras a través de la aplicación 

del modelo Simple Matching, con un índice de correlación cofenética de 0,901. De igual 

forma que para los marcadores ERIC, se construyó el correspondiente dendrograma 

utilizando los marcadores moleculares BOX obtenidos (Fig. 5.13). En general, se puede 

decir que los marcadores BOX generaron agrupaciones más grandes, es decir, se 

observó un mayor índice de similitud entre las cepas utilizadas en el estudio, hecho que 

ayuda a la observación de los resultados obtenidos. 

A partir del dendrograma realizado se pudo determinar que: 

• Todas las cepas compartieron aproximadamente un 48% de similitud entre ellas, 

con excepción de la cepa SJO1 que se separó del resto. 

A un 50% de similitud se observó la formación de un solo gran grupo. 
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• El grupo 1 unió el mayor número de cepas (29) dentro del cual se observó la 

formación de 5 subgrupos, denominados con las letras A-E. 

• El subgrupo A fue el más grande, se formó con 16 cepas, incluyendo a la cepa 

de referencia P. fluorescens WCS417r, que compartió un 55% de similitud con las 

restantes. En este mismo subgrupo de destacaron cepas que presentaron un 100% de 

similitud entre ellas: SJ09, SJ10 con SJ13; SJ38 con SJ39 y SJ31 con SJ32. 

Análleis de conglomerados 

Promedio (Average linkage) 
Distancia: (Simple Matching (sqrt (1-S) ) ) 
Correlación cofenética= 0,901 
Variables estandarizadas 
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Fig. 5.13. Dendrograma obtenido con los perfiles BOX de cada una de las cepas fluorescentes de 

referencia y nativas aisladas obtenidas a partir de rizósfera de menta. 

• En el subgrupo C se destacó la cercanía observada entre las cepas SJ20 y SJ16 

que se agrupan a un 85% de similitud. Éstas se encontraron mayormente relacionadas 

con la cepa SJ24 a un 70 % de similitud. 

• De las restantes cepas analizadas se enfatizaron la cepa de referencia P. putida 

KT2440 que no encontró agrupación con ninguna otra cepa, las cepas SJ21, SJ22 y SJ27 

1 
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que presentaron un 100% de similitud entre ellas y que a su vez se agruparon con la 

cepa SJ29 a un 85% de similitud, así como también se destacaron las cepas SJ17 y SJ18 

que presentaron un 85% de similitud. 

Este tipo de análisis no produjo agrupamientos de alta similitud entre las cepas 

nativas y la cepa de referencia P. putida KT2440. Por el contrario, se detectó un mayor 

índice de similitud de éstas con la cepa de referencia P. fluorescens WCS417r, 

formando el grupo más grande. 

Estos datos coincidieron con los obtenidos por Naik y colaboradores (2008) y 

Selvakumar y colaboradores (2009) en los cuales se observaron agrupamientos al 50 % 

de similitud entre cepas perteneciente al grupo de Pseudomonas psicrotolerantes 

(Selvakumar y col., 2009), así como entre las cepas pertenecientes al grupo 

Pseudomonas fluorescentes aisladas de rizósfera de banana (Naik y col., 2008). Sin 

embargo, otros autores observaron la formación de grupos a similitudes más bajas en 

Pseudomonas fluorescentes aisladas de muestras ambientales (Mehri y col., 2011), en 

Pseudomonas con actividad biocontroladora (Parejko y col., 2012) y en Pseudomonas 

solubilizadoras de fosfato (Vyas y col., 2009). Naik y colaboradores (2008), como 

también Mehri y colaboradores (2011) concluyeron que esta metodología de estudio de 

poblaciones de Pseudomonas fluorescentes es capaz de evidenciar exitosamente 

pequeñas diferencias entre cepas de la misma especie, hipótesis que se confirmó 

sucesivamente con el análisis de secuencias del gen ARNr 16S, validando la pertenencia 

al grupo de estudio esperado y la cercanía filogenética de las mismas. 

Comparando los resultados obtenidos en los análisis de rep-PCR se puede decir 

que los marcadores ERIC permitieron discriminar mejor las cepas bajo estudio. Éstos 

generaron un menor número de marcadores moleculares que permitieron diferenciar 

mejor entre las cepas fluorescentes nativas aisladas, con respecto a un análisis de tipo 

BOX que generó un mayor número de marcadores, dificultando el análisis y 

obteniéndose un mayor grado de agrupación, o sea mayor similitud. Esto se puede 

explicar observando que a un 80% de similitud en el dendrograma ERIC se observó la 

formación de 35 grupos y la formación de 30 grupos en el dendrograma BOX. Por lo 

cual, si el objetivo del análisis es estudiar en detalle las diferencias entre las cepas, se 

puede decir que un análisis de tipo ERIC-PCR es más apropiado para evidenciar 

diferencias muy finas en el genoma de las cepas fluorescentes muestreadas. Sin 

embargo, si el objetivo del estudio es agrupar cepas sin importar diferencias pequeñas 

en el genoma de las mismas, se puede decir que un análisis de tipo BOX nos permite 

59 



Capítulo 5 Resultados y Discusión 

descartarlas y formar agrupaciones más grandes. Esto se manifestó advirtiendo que el 

cebador BOX produjo un mayor número de perfiles duplicados (6), es decir cepas que 

son iguales, que los cebadores ERIC (3). 

Actualmente existen pocos estudios sobre la comparación entre amplificaciones 

de tipo BOX y ERIC sobre las mismas cepas de estudio. Sin embargo, Selvakumar y 

colaboradores (2009) encontraron que ambas metodologías generaron resultados aptos 

para diferenciar cepas de Pseudomonas solubilizadoras de fosfato psicrotolerantes, 

observando, a diferencia de nuestros resultados, un menor número de bandas en 

secuencias BOX que ERIC. Del mismo modo, Vyas y colaboradores (2009) generaron 

un único dendrograma a partir de la amplificación de secuencias repetidas BOX y ERIC 

obteniendo índices de similitud mucho más bajos entre Pseudomonas solubilizadoras de 

fosfato que los obtenidos en este trabajo. Así mismo, Wolska y colaboradores (2011) 

demostraron que para diferenciar cepas de P. aeruginosa, ambas herramientas de rep-

PCR presentaron el mismo poder de discriminación, demostrando que esta gran especie 

de cepas patógenas presentó una gran homogeneidad dentro del grupo de Pseudomonas 

fluorescentes, a diferencia de P. putida y P. fluorescens que manifiestaron una gran 

heterogeneidad intraespecífica. Coincidentemente, el presente trabajo confirmó tal 

heterogeneidad cuando se emplearon los análisis moleculares de BOX y ERIC y sólo 

algunos agrupamientos se mantuvieron en ambos casos, como por ejemplo la cercanía 

entre las cepas SJ09, SJ10 y SJ13; SJ16 y SJ20; SJ17 y SJ18; SJ21 y SJ22; SJ38 y SJ39. 

De la misma manera, las cepas de referencia P. fluorescens y P. putida presentaron una 

similitud del 55% en el análisis basado en amplificación de secuencias ERIC, mientras 

que la similitud fue del 45% en el análisis de tipo BOX. 

Como conclusión general de la aplicación de las 3 técnicas de análisis genotípico 

se puede decir que: 

No se pudo diferenciar con éxito entre estas dos grandes especies de 

Pseudomonas fluorescentes utilizadas como referencia, ya que en los análisis de tipo 

ARDRA se observó un alto grado de similitud entre la mayor parte de las cepas nativas 

y la cepa de referencia P. putida KT2440 y en los resultados obtenidos con un estudio 

de rep-PCR, ambas cepas de referencia, P. putida KT2440 y P. fluorescens WCS417r 

presentaron una similitud muy baja (40%-50%) con casi todas las cepas de estudio. 

Solo la cepa SJ12 se aleja de las restantes a un 15% de similitud en un análisis 

ARDRA mientras que se agrupa con las otras a mayores similitudes en los análisis rep-

PCR. 
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41 Las cepas SJ09, SJ10 con SJ13; SJ16 con SJ20 y SJ31 con SJ32 están altamente 

relacionadas en los 3 tipos de análisis moleculares realizados. 

Las cepas SJ17 con SJ18; SJ21 con SJ22 y SJ38 con SJ39 presentaron un mayor 

grado de similitud en el análisis de rep-PCR comparado a su baja similitudes por 

análisis de tipo ARDRA. 

Cabe destacar que, comparando las 3 metodologías moleculares empleadas, el 

estudio de la secuencia de nucleótidos del gen que codifica para el ARNr 16S es de 

utilidad para propósitos taxonómicos debido a que presenta poca variación a nivel 

evolutivo y el producto del gen es universalmente esencial y funcionalmente 

conservado. Sin embargo, este análisis no puede por sí solo reflejar de una manera 

adecuada las relaciones de los genomas de los microorganismos bajo estudio. En este 

sentido, varios estudios indican la presencia de más de una copia del gen en algunos 

genomas bacterianos (Van Berlaun y col., 1999; Amann y col., 2000). Por otro lado, 

existe evidencia de recombinación genética y transferencia horizontal de genes 

ribosomales en ciertas bacterias, no sólo entre genomas relacionados, sino también a 

nivel intergénico (Wang y Zhang, 2000). A pesar de esto, en la mayoría de los casos, la 

ubicación de las bacterias a nivel filogenético deriva del análisis de la secuencia de ese 

gen (ARNr 168), considerándose uno de los caracteres más utilizados en taxonomía 

hasta el momento. La misma se realiza por homología de la secuencia del gen ARNr 16S 

de cepas en estudio con las ya depositadas en las bases de datos de acceso público. Por 

lo tanto, aunque el género analizado presente cierto grado de diversidad intrínseco, es 

mejor considerar los genotipos formados en base a estudios ARDRA para futuros 

análisis de diversidad y filogenia, considerando que nos permite identificar pequeñas 

diferencias en la secuencia de dicho gen en un total de 1400 pb. Si bien los cortes 

enzimáticos presentaron un cierto grado de frecuencia, solo nos permitieron mostrar 

diferencias pequeñas en las secuencias de las cepas estudiadas, por lo cual es posible 

que la diversidad sea aún mayor y no pueda demostrarse con este estudio. Aunque los 

análisis de amplificación de secuencias BOX y ERIC nos permitieron profundizar sobre 

la diversidad intrínseca presente en las especies analizadas, no pueden ser utilizados 

para determinar una adecuada identificación y análisis filogenético (Achouak y col., 

2000; Naik y col., 2008; Mehri y col., 2011; Parejko y col., 2012). 
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Capítulo 6- Resultados y Discusión: 

Mecanismos directos e indirectos de promoción del  crecimiento vegetal. 

En base a los resultados obtenidos y presentados en los capítulos 4 y 5, se 

determinaron las posibles actividades de promoción del crecimiento de las cepas nativas 

aisladas de rizósfera de menta y de la cepa de referencia P. fluorescens WCS417r. 

6.1. Bioensavos de compuestos orgánicos volátiles microbianos (mVOCs. 

Se determinó el efecto generado por los compuestos orgánicos volátiles (VOCs) 

bacterianos producidos por las cepas mencionadas anteriormente en dos condiciones: (i) 

expuestos a plantas de M piperita, sobre la biomasa y producción de aceites esenciales; 

(ii) expuestos a fitopatógenos. 

6.1.1. Efecto de VOCs bacterianos sobre biomasa y producción de aceites 

esenciales en plantas de menta. 

Se estudiaron los efectos de los mVOCs producidos por las distintas cepas 

fluorescentes nativas sobre la biomasa y la síntesis de los aceites esenciales de M 

piperita. Transcurridos los 30 días de incubación, se observó que no existió contacto 

físico entre las cepas bajo estudio y las plántulas de M piperita, denotándose un 

crecimiento puntual bacteriano, por lo cual las plantas pudieron ser cosechadas y 

analizadas. 

En relación a los parámetros de biomasa, se observó que la exposición a VOCs 

de bacterias nativas presentó un incremento estadísticamente significativo (p<0,05) sólo 

en el peso fresco de la parte aérea, que es de 3 a 4,5 veces mayor con respecto al control 

(Fig. 6.1). Estos tratamientos fueron seleccionados para el análisis del contenido de 

aceites esenciales. Con respecto a los demás parámetros analizados (Tabla 6.1), la 

exposición de plantas de menta a mVOCs no generan variaciones significativas con 

respecto al control (p>0,05). 

Los mVOCs emitidos por las cepas nativas analizadas no produjeron un aumento 

en la biomasa de menta comparable al que mostró la cepa de referencia Pseudomonas 

fluorescens WCS417r en los ensayos presentados en el capítulo 4, en relación a los 

parámetros de longitud de raíz y número de ramificaciones. Por otro lado, mostraron 

una respuesta similar a nivel de peso seco de raíz, número de nudos y número de hojas 

(Santoro y col., 2011). 
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Fig. 6.1. Efecto de la exposición a mVOCs producidos por bacterias nativas sobre plantas de menta 

micropropagadas. * = diferencia estadísticamente significativa con respecto al control (p<0,05). Se 

realizaron 4 repeticiones independientes con 5 réplicas (n=5) por cada uno. 

longitud raíz 

NEW 5,36 ± 1,20 

5101 7,62 ± 1,25 

5104 9,17± 1,25 lb

S17b 8,66 ± 0,98 lb

peso seco raíz longitud tallo número nudos ramificaciones 

2,21 ± 0, 6,38 ± 0,191 1,07 ± 0,15 I

4,89 ± 1,95 4,45 ± 0,31 '11'' 7,29 ± 0,49 1,25 ± 0,14 a

134 ± 0,57 gb 4,78 ± 0,39 atI 7.89 ± 0,45 lb 1.80 t 0,64 1

3,70 ± 0,60 '1' 5,18 ± 0,17 C 8,48 ± 1,05 

5308 7,37 ± 1,11 elir3,37 tlir 4,60 ± 0,04 141 7 :0,58 " 

5.110 7,05 ± 1,50 '" 3,01 ± 0,65 ' In 4,83 ± 0,31 7,44 ± 0,39 

5n3 7,17± 1,95'' 3,31 ±0,i9 ' b 4,84 ±0,18 7,81 ± 0,45 ab

5122 8,19 ± 1,57 'b 3,95 ± 0,93 ah< 4,52 ± 0,20 7,77 ± 0,81 

S124 9,92 1 1,92 1' 2,16 0,49 Bb 4,80 ± 0,70 " I 7,53 ± 0,68 gb

5125 9,16 ± 1,35 ''' 4,01 ± 0,77 'I"' 5,01 ± 0,30 ' n< 7,60 ± 0,32 

5127 9,15± 1,67 31' 4,57 ± 1,02 "'I' 4,64 ± 0,41 " 1 7,66 0,20 ab 

5128 10,05 ± 2,89 7,69 ± 3,54 r 5,37 ± 0,43 ' 8,45 ± 0,52 

5131 7,66 t 1,49 " 5.12 ± 1,33' 5,21 t 0,51 

número hojas 

19,19 ± 1.62' 

23,23 ± 2,40 a

29,23 ± 3.71' 

2,40 ± 1,20 a 49,87 ±20,21 

1,15 *008 a 25,44 ± 1,89 g

1,38 ± 0,39 '  29,52 ± 2,90 a

1,56 0,51 g 27,88 ± 5,10 

0,95 ± 0,05 a 25,40 ± 2,22 a

1,75:0,60' 30,56±7,15' 

2,20 ± 0,41 3 32,41 ± 6,34 3

1,40 1 0,28 27,17 ± 0,52 

2 ± 0,71 a 32,20 ± 7,71 a

8,15: 1130himatosmimmii 
5133 6,61 ± 0,80 ab 3,53 ± 0,48 +' 5,15 ± 0,21 7,40 ± 0,72 gb 1,53 ± 0,35 '  28,35 ± 2,71 3

5136 8,75 + 1,73 4b 3,55 ± 0,74 gb 4,83 ± 0,41 Ihe 7 I 0,2011 -1.""W inffli~91 

5138 9,50 ± 0,77b 4,45 ± 1,06 5,28 ± 0,19 C 8,11 ± 0,31 

5140 9,13± 1,94 31 6,01 ± 2,66 fx 4,92 ± 0,31 " I  7,60 ± 0,88 

5141 6,55 ± 0,85 3,60 ± 0,83 " 3,98 ± 0,19' 7,68 ± 0,39 

5144 7,76 ± 0,89 4,21 ± 0,79 "g̀  4,77 ± 0,42 at̀  7,30 ± 0,28 al

5145 9,37 ± 1,08 ' b 3,79 ± 0,33 ab' 4,99 ± 0,13 glx 7,86 ± 0,59 

1,77 ± 0,36 g 27,69 ± 2,52 

2.23 11%93 g. 28,75 ± 4,63 

0,93 ± 0,39 • 22,85 ± 3,05 

1,23 ±- 0,39 g 23,86 ± 1,19 a

1,16 ± 0,10 '  26,19 ± 2,94 a

5146 8,06 ± 0,60 " .-194,tiMERIL  autail a~ 
5148 8,23 ± 1,06 4,75 ± 1,10 glx 5,06 ± 0,50K 8,03 ± 0,28 b 1,41 ± 0,21 26,44 ± 0,58 

Tabla 6.1. Parámetros de crecimiento vegetal de plantas de M. piperita expuestas a VOCs producidos por 

cepas nativas (p>0,05). Se realizaron 4 repeticiones independientes con 5 réplicas (N=5) por cada uno. 
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Sucesivamente, se realizó el estudio cualitativo y cuantitativo de los AE 

producidos por los distintos tratamientos. Éstos fueron extraídos y analizados en su 

composición de monoterpenos mayoritarios, es decir en la presencia de: limoneno, 

terpineol, mentona, mentofurano, mentol, pulegona, mentilacetato y mentofuranona. 

Los tiempos de retención correspondientes a cada componente fueron confirmados a 

través de estándares. Los datos referentes al análisis se presentan en la figura 6.2. 

En la figura 6.2. A se puede observar que solo las plantas expuestas a mVOCs 

producidos por SJ25 y SJ27 presentaron diferencias significativas (p<0,05) en el 

contenido total de AE con respecto al control (plantas expuestas a agua destilada), 

manifestando así un aumento del 86% y del 57% respectivamente. Estos resultados 

coincidieron con los encontrados anteriormente en nuestro laboratorio, con respecto a la 

influencia de los mVOCs de la cepa de referencia P. fluorescens WCS417r sobre 

plantas de M piperita micropropagadas (Santoro y col., 2011). 

En relación a los componentes mayoritarios, se observa un aumento 

estadísticamente significativo (p<0,05) en el contenido de limoneno (Fig. 6.2. B) de 

aproximadamente 2 veces mayor en las plantas expuestas a mVOCs de las cepas SJ04, 

SJ28 y SJ7b, mientras que el aumento es de alrededor de 4 veces en las plantas 

expuestas a VOCs emitidos por la cepa SJ48. Esto no se observó en los ensayos 

anteriormente realizados con las cepas de referencia P. fluorescens WCS417r, B. 

subtilis GB03 y A. brasilense Sp7, en los cuales el contenido de limoneno no se ve 

alterado luego de la exposición de plantas de menta a mVOCs sintetizados por de dichas 

cepas (Santoro y col., 2011). 

El contenido de mentona (Fig. 6.2. B) mostró una respuesta variable según el 

tratamiento, sin presentar diferencias estadísticamente significativas con respecto al 

control. Las plantas expuestas a los mVOCs producidos por la cepa SJ48 registraron una 

disminución del 45% con respecto al control, mientras que las plantas expuestas a 

mVOCs emitidos por las cepas SJ13, SJ25, SJ27, SJ7b y SJO4 incrementaron el 

contenido del mismo en un 31%, 36%, 50%, 77% y 100% respectivamente. Estas 

observaciones no coincidieron con los resultados encontrados anteriormente en nuestro 

laboratorio, en los que el componente mentona presentaba un aumento significativo 

luego de la exposición de plantas de menta micropropagadas a mVOCs de las cepas P. 

fluorescens WCS417r y A. brasilense Sp7 (Santoro y col., 2011). 
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Fig. 6.2. Efecto de la exposición a mVOCs producidos por bacterias fluorescentes nativas sobre la 

producción total aceites esenciales y sus componentes mayoritarios en plantas de menta micropropagadas. 

A.- AE totales; B.- limoneno y mentona; C.- terpineol y mentol; D.- mentofurano y mentilacetato; E.-

pulegona y mentofuranona. * = diferencia estadísticamente significativa con respecto al control (p<0,05). 

Se realizaron 4 repeticiones independientes, con 5 (n = 5) réplicas por cada una. 

El contenido de mentol (Fig. 6.2. C) presentó un incremento significativo en las 

plantas expuestas a SJO4 de 3 veces con respecto al control (p<0,05). El compuesto 
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mentofurano (Fig. 6.2. D) registró una disminución significativa en todas las muestras 

con respecto al control, llegando en la muestra SJ48 hasta un valor de 20% del 

contenido presentado por las plantas expuestas a agua destilada. Estos resultados no se 

observaron en los ensayos anteriores luego de la exposición a mVOCs de cepas de 

referencia (Santoro y col., 2011), ya que el monoterpeno mentol no presentó diferencias 

significativas, mientras que por otro lado, el compuesto mentofurano presentó un 

aumento considerable luego de la exposición a mVOCs producidos por la cepa P. 

fluorescens WCS417r. 

Por último, el contenido de mentilacetato (Fig. 6.2. D) presentó un incremento 

significativo hasta de 4 veces el contenido del tratamiento en las plantas expuestas a 

mVOCs de SJ7b. El contenido de terpineol (Fig. 6.2. C), pulegona y de mentofuranona 

(Fig. 6.2. E) no presentaron variaciones significativas, luego de la exposición a mVOCs 

de las cepas nativas aisladas (p>0,05). 

En base a los resultados obtenidos se puede deducir que existe un aumento en el 

contenido de los monoterpenos que dan valor al aceite esencial de menta sólo en plantas 

de menta expuestas a VOCs emitidos por la cepa SJ04, donde el aumento en el 

contenido de mentol es acompañado por un aumento en el contenido de mentona, 

componentes (Gupta y col., 2002). En dicho tratamiento, la reducción presentada en el 

contenido de mentofurano es importante ya que es una alternativa bioquímica a partir de 

pulegona y por lo tanto, un componente no deseado en el conjunto de AE (Lange y 

Croteau, 1999; Turner y Croteau, 2004). La acumulación a nivel de limoneno 

presentado por algunas muestras indicarían que los aceites esenciales estarían en vía de 

maduración, ya que las enzimas involucradas en las últimas transformaciones, que 

llevan a la formación de los productos con mayor valor económico, se activan alrededor 

de los 30 días de maduración (McConIcey y col., 2000). Sugerimos, entonces que los 

mVOCs producidos por algunas cepas fluorescentes nativas aisladas estimulan la 

síntesis de monoterpenos en plantas de menta. 

Como se ha discutido en los resultados presentados en el capítulo 4, se considera 

que el aumento observado en la producción de metabolitos secundarios depende 

directamente de una mejora en el estatus nutricional de las plantas luego de la 

inoculación con bacterias PGPR y por ende del metabolismo primario (Shulka y col., 

1992; Giri, 2003; Farag y col., 2006) De esta manera, la planta dispone de una mayor 

cantidad de sustratos para su crecimiento y síntesis de metabolitos secundarios, como lo 

son los monoterpenos (Zhang y col., 2007; Zhang y col., 2008a; Zhang y col., 2009). 
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También podría considerarse que el aumento registrado en la síntesis de los 

componentes principales de los AE, como efecto de la inoculación directa en plantas 

aromáticas, puede ser debido a una respuesta defensiva del vegetal frente a la 

colonización de microorganismos, debido a sus conocidas propiedades antimicrobianas 

(Hammerschmidt y Nicholson, 1999; Sangwan y col, 2001; Wittsotck y Gershenzon, 

2002). Estudios realizados por Radruppa y colaboradores (2010) demuestran que 

plantas de A. thaliana expuestas a acetoina, un compuesto presente en el conjunto de 

mVOCs producidos por B. subtilis GB03 (Farag y col., 2006), inducen una respuesta 

sistémica mediada por las vías dependientes del ácido salicílico y del etileno. Por 

consiguiente, se puede deducir que aunque no haya contacto con el microorganismo 

PGPR, el aumento en la producción de AE esté mediado por la estimulación de una 

respuesta sistémica inducida, o sea un perfeccionamiento de la capacidad defensiva de 

la planta contra un amplio espectro de patógenos y plagas. 

Los efectos obtenidos en plantas de M piperita micropropagadas expuestas a 

mVOCs producidos por cepas fluorescentes nativas se resumen en el esquema 

presentado en la figura 6.3. 

EXPOSICIÓN MVOCS 

Cultivo in vitro 
I 

Fig. 6.3. Esquema 

representativo de los 

principales efectos PGPR 

encontrados por exposición 

de plantas de M. piperita a 

mVOCs producidos por 

cepas fluorescentes nativas. 
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6.1.2. Biocontrol de fitopatównos. 

Los efectos generados por la exposición de inóculos de A. alternata RC21 a 

mVOCs producidos por cepas nativas fueron divergentes entre las distintas cepas. El 

crecimiento vegetativo fúngico presentó una disminución estadísticamente significativa 

(p<0,05) de hasta un 70% de diámetro en relación al control, sólo en algunas de las 

cepas evaluadas (Fig. 6.4). Como se observa en el gráfico, la cepa B. subtilis GB03 no 

presentó actividad biocontroladora mediada por la producción de mVOCs frente al 

fitopatógeno de estudio. 
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Fig. 6.4. Diámetro de crecimiento fúngico de la cepa de A. alternata RC21 en exposición a VOCs 

producidos por cepas de referencia y aisladas de rizósfera de menta. Las pruebas se realizaron por 

duplicado, con 3 repeticiones (N=3) por cada uno. 

El fenotipo biocontrolador mediado por la producción de mVOCs es 

característico de cepas pertenecientes al género de Pseudomonas, como ha sido 

demostrado en ensayos realizados con hongos fitopatógeos como Fusarium oxysporum 

f. sp. cúbense (Ting y col., 2011), Sclerotinia sclerotiorum (Fernando y col., 2005; Kai 

y col., 2009), Rhizoctonia solani (Kai y col., 2006), Neurospora crassa (Vespermann y 

col., 2007) y Fusarium solani (Kai y col., 2009). También ha sido descripto en cepas 

pertenecientes al género Burkholderia, muy cercano filogenéticamente al género 

estudiado, cuya función ha sido atribuida al compuesto 2-nonanona capaz de demostrar 

actividad fungistática contro A. alternata, entre otros fitopatógenos (Groenhagen y col., 

2013). Estos mismos autores explican que el efecto es de antagonismo directo, ya sea 

por disminución del crecimiento vegetativo de las hifas fúngicas y en algunos casos 
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según el fitopatógenos analizado, también por disminución de la producción de esporas. 

Si bien el mecanismo de acción a través del cual los mVOCs ejercen una actividad 

biocontroladora no se ha sido esclarecido. 

6.2. Bioensavos de otras actividades PGPR. 

Como se observa en la tabla 6.4, el 80% de los aislamientos presentó el fenotipo 

solubilizador de fosfato, el 25% el fenotipo productor de sideróforos y el 37,5% el 

fenotipo productor de AIA. 

Estos datos son concordantes con los encontrados por otros grupos de 

investigación en aislamientos nativos de soja (Cattelan y col., 1999), tomate 

(Mahalakshmi y Reetha 2009), arroz (Sunish Kumar y col., 2005; Naik y col., 2008) y 

caria de azúcar (Mehnaz y col., 2009), donde cepas pertenecientes al género 

Pseudomonas reafirmaron el fenotipo solubilizador de fosfato, productor de sideróforos 

y productor de AIA. 

Estos podrían ser mecanismos que ayuden a la interacción planta-

microorganismo cuando se encuentran en contacto directo, como ocurre en el hábitat 

natural, así como también la producción de VOCs puede producir un efecto positivo 

sobre el crecimiento de plantas de M piperita. La promoción del crecimiento de la 

planta huésped inoculada con una rizobacteria PGPR es, normalmente, debido a una 

combinación de varios mecanismos (Lucy y col., 2004; Van Loon, 2007). 
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Tabla 6.2. Actividades PGPR determinadas en las cepas nativas aisladas de rizósfera de plantas de menta. 

Las pruebas se realizaron por duplicado, con dos repeticiones (N=2) por cada uno. 

Cabe aclarar que si bien las cepas SJ28 y SJ45 presentaron fenotipo positivo 

para las 3 actividades PGPR testeadas, no fueron incluidas en los sucesivos ensayos de 

inoculación a pesar de presentarse como buenas promotoras del crecimiento. Los 

ensayos de inoculación directa que se presentan en el capítulo 7 fueron realizados con el 
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fin de confirmar la promoción vegetal en plantas de M piperita mediada por producción 

de VOCs, mecanismo en el cual las cepas antes mencionadas, no presentaron resultados 

relevantes. Además, se utilizó como soporte un medio rico en fosfato y hierro, por lo 

cual el fenotipo solubilizador de fosfato y productor de sideróforos no participarían en 

el mecanismo de promoción. 

6.4. Análisis filo2enético de cfpas con actividad PGPR aisladas de rizósfera de 

cultivos de menta. 

Para determinar la identidad y la posición filogenética de las cepas nativas 

aisladas de rizósfera de menta se realizó el análisis de las secuencias de nucleótidos del 

gen ARNr 16S. El estudio de dicho gen es uno de los caracteres más utilizados en 

taxonomía hasta el momento debido a que presenta poca variación a nivel evolutivo y su 

producto es esencial y funcionalmente conservado. 

Para este tipo de análisis, las cepas fueron seleccionadas en base a las 

actividades de promoción del crecimiento vegetal manifestadas en los ensayos 

presentados anteriormente. Las cepas escogidas fueron: 

- SJ04, SJ13, SJ25 y SJ48 debido a su marcada capacidad para promover el 

crecimiento vegetal y producción de AE de plantas de menta a través de la producción 

de VOCs; 

SJ28 y SJ45 debido a sus actividades PGPR de producción de sideróforos, AIA 

y solubilización de fostato; 

- SJ08, SJ16, SJ17, SJ32, SJ45 y SJ46 debido a la efectividad de su actividad de 

biocontrol del crecimiento de A. alternata RC21 mediada por la producción de VOCs; 

- SJ7b gracias a su actividad de PGPR sobre la biomasa de plantas de menta 

mediada por producción de VOCs; 

- SJ31 fue seleccionada ya que en los análisis de clustering genotípico BOX y 

ARDRA demostró un 100% de similitud con la cepa SJ32, que presentó actividad 

PGPR; 

- SJO1 fue seleccionada porqué reveló un 100% de similitud genética en el análisis 

ARDRA con la cepa SJ16 que demostró actividad PGPR y porqué presentó baja 

similitud con las otras cepas en el análisis genotípico BOX. 

Cultivos frescos de las cepas seleccionadas fueron enviados a Macrogen Inc., 

Corea a los fines de secuenciar el gen ARNr 16S. Las secuencias obtenidas fueron 

procesadas utilizando el software BLAST, el cual determina el alineamiento y cálculo 
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del porcentaje de identidad de las secuencias bajo estudio con las presentes en la base de 

datos (Altschul y col., 1997). La base de datos utilizada fue GenBank (NCBI) dada su 

gran magnitud. 

Tal como esperábamos, todas las cepas nativas analizadas procedentes de 

rizósfera de M piperita mostraron identidad dentro del género Pseudomonas. Éstas 

tuvieron elevados porcentajes de identidad de la secuencia de nucléotidos del gen ARNr 

I 6S con bacterias identificadas como Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens y 

Pseudomonas sp. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 6.3. 

Estudios previos demuestran que dos cepas son consideradas pertenecientes a la 

misma especie cuando presentan al menos un 99% de identidad en la secuencia del gen 

estudiado (Achoualc y col., 2000). Por lo cual la identificación alcanzada en el análisis 

BLAST es aceptada ya que presentan porcentajes de identidad adecuados. 

Las cepas SJ13 con SJ48, así como las cepas SJ17 con SJ25 obtuvieron la misma 

identidad pero con un porcentaje distinto de cobertura de la secuencia de nucleótidos 

analizada. Se debe considerar además, que el análisis genotípico mediante ERIC y 

BOX, técnicas que profundizan sobre la diversidad existente dentro de una determinada 

especie, revelan que estas cepas comparten porcentajes de similitudes muy bajos entre 

ellas. Por las razones mencionadas, podría considerarse que se trate cepas pertenecientes 

a la misma especie pero distintas entre sí. 

CEPA 

SJO1 

NRO. ACCESO 

KF312466.1 

IDENTIDAD 

ALINEAMIENTO 

P. putida C-G-PDA3 — HM755498.1 

HOMOLOGIA 

99% 

COBERTURA 

100% 

SJO4 KF312467.1 P putida GM6 — D0133506.1 99% 99% 

SJ7b KF312468.1 P. fluorescens MazP22 — JX885768.1 99% 99% 

SJO8 KF312489.1 Pwaudomortes sp P9138 — DQ453823.1 99% 100% 

SJ13 KF312470.1 P. pulida NBRC102090 —AB681701.1 99% 99% 

SJ18 KF312471.1 P. puticts S18 — AY741157.1 99% 99% 

SJ17 KF312472.1 Pseudomonas sp. MKP213 — KC013979.1 99% 100% 

5125 KF312473.1 PseixIontonas sp. MKP213 —KC013979.1 99% 97% 

SJ28 KF312474.1 P. putida 1599 — JN679860.1 99% 100% 

SJ31 KF312475.1 Pseudo:nonas sp. MKP213 KC013979.1 99% 99% 

SJ32 KF312476.1 Pseudomonas sp. ONBA-17 — DQ079062.1 99% 99% 

SJ45 KF312477.1 Pseudomonss sp. m4(2012)-0875235.1 99% 97% 

SJ46 KF312478.1 Ps. fluorescens Pf29A — DQ473439.1 99% 99% 

5J48 KF312479.1 P. putida NBRC102090 —A8881701.1 99% 97% 

Tabla 6.3. Datos relativos al análisis realizado con software BLAST sobre las secuencias del gen ARNr 

16S de cepas nativas de riz,ósfera de menta. 
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Con la finalidad de determinar la distancia evolutiva y las relaciones 

filogenéticas entre las cepas fluorescentes aisladas de rizósfera de menta y las 

principales especies del género Pseudomonas, se construyó un árbol fílogenético (Fig. 

6.5). 
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Fig. 63. Árbol filogenético obtenido a partir de las secuencias del gen ARNr 16S de cepas nativas y de 

referencia perteneciente al grupo de Pseudomonas fluorescentes. A nivel de las ramas se muestran los 

valores de bootstrap expresados como un porcentaje de 1000 replicaciones. La barra representa la 

sustitución de 5 nucleótido cada 1000. Junto a la denominación de cada cepa se encuentran los números 

de acceso a las secuencias depositadas en GenBank. 
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El árbol filogenético obtenido muestra la formación de 2 grupos principales: el 

primero se formó con cepas representantes de las especies P. putida, P. fluorescens, P. 

protegens, P. syringae, P. chlororaphis y P. corrugata; el segundo grupo se formó con 

cepas representantes de las demás especies de Pseudomonas consideradas, tales como 

P. fu/va, P. mendocina, P. nitroreducens, P. stutzeri, P. aeruginosa y P. akaligens. 

Interesantemente, dentro del primer grupo se puede observar la distribución de las cepas 

nativas aisladas de rizósfera de menta en 2 subgrupos caracterizados por su pertenencia 

a las especies P. putida y P. fluorescens. 

La mayor parte de las cepas nativas secuenciadas confirmó su relación 

filogenética con la especie P. putida. Las cepas más íntimamente relacionadas con ésta 

son SJ16 y SJ28, seguidas por SJ01, SJ13, SJ17, SJ25, SJ31, SJ32, y SJ48. La cepa 

SJ45 manifiestó una cierta distancia dentro de este gran grupo. Estos resultados 

confirman los datos obtenido mediante los análisis de agrupación genotípicos y 

fenotípicos realizados previamente. Estos resultados en conjunto demuestran que las 

bacterias fluorescentes aisladas de rizósfera de menta están mayormente relacionadas 

con la especie P. putida. 

Las restantes 4 cepas secuenciadas se agruparon dentro del cluster 

principalmente representado por cepas pertenecientes a P. fluorescens, mostrando 

mayor distancia filogenética con la especie P. putida y corroborando lo observado en las 

caracterizaciones fenotípica y genotípica. En este grupo, la cepa SJO4 presentó una 

localización filogenética intermedia entre el grupo representado por P. putida y el grupo 

representado por P. fluorescens. No obstante dicho posicionamiento, SJO4 evidenció 

una mayor relación filogenética con P. fluorescens a pesar de que su identificación por 

BLAST muestró elevada identidad con P. putida. Asimismo, las cepas SJ7b y SJ46 se 

muestran más relacionadas filogenéticamente con la especie P. corrugata que con la 

especie P. fluorescens, dato confirmado por el análisis BLAST. El grupo formado por 

las cepas mencionadas se encuentra relacionado con la cepa SJ08, que a su vez, 

encuentró relación filogenética con las especies P. fluorescens y P. chlororaphis. 

En conclusión, todas las cepas estudiadas se agruparon dentro del grupo formado 

por las especies fluorescentes del género Pseudomonas y confirmaron las similitudes 

presentadas en los análisis fenotípicos y genotípicos realizados anteriormente, 

sobresaliendo de este modo P. putida como la especie mayormente representada en 

rizósfera de menta. 
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6.4. Análisis químico del conjunto de mVOCs producidos por cepas nativas con 
• actividad promotora aei crecimiento vegetal. 

Se determinó la identidad química del conjunto de VOCs producidos por 

Pseudomonas fluorescentes aisladas de rizósfera de menta utilizando la técnica de 

SPME asociada a cromatografía gaseosa y espectrometría de masas. 

Las cepas fueron seleccionadas en base a los resultados obtenidos en la 

determinación de las actividades PGPR mediadas por VOCs referente al capítulo 6. Las 

cepas analizadas fueron: 

- SJ04, SJ25 y S.148, escogidas a razón del aumento presentado en la producción 

de AE, más específicamente de AE totales, limoneno y mentol. 

- SJ16 y SJ32, elegidas por demostrar actividad de biocontrol hacia la cepa 

fitopatógena A. alternata RC21. 

- P. fluorescens WCS417r, incluida como cepa de referencia del grupo de 

Pseudomonas fluorescentes y capaz de presentar una evidente actividad PGPR cuando 

sus VOCs son expuestos a plantas de menta. 

- B. subtilis GB03, incluida como control positivo de la técnica utilizada, ya que 

posee una caracterización exhaustiva de sus VOCs utilizando la misma metodología. 

- E. coli DH5a, elegido como control negativo, ya que se trata de una cepa de 

referencia sin actividad PGPR y no presente en el ambiente suelo. 

- SJ20 y SJ31, elegidos como control negativo al tratarse de cepas fluorescentes 

nativas procedentes del mismo origen, sin capacidad PGPR mediadas por VOCs y con 

una tasa metabólica comparable a las cepas de interés. 

- Perfil cromatográfico control a partir del solo medio de cultivo, sin crecimiento 

bacteriano, para poder identificar la presencia de posibles compuestos volátiles en el 

sistema de identificación seleccionado. 

Los VOCs fueron capturados en fibras SPME expuestas en el headspace de los 

cultivos de las cepas bajo estudio en fase estacionaria, mantenidos en agitación, a 40°C 

por 30 min. Luego las mismas fueron desadsorbidas en el puerto de inyección del GC-

MS. Los perfiles obtenidos de muestran en las figuras 6.6, 6.7 y 6.8. 

Los controles han sido utilizados a fin de convalidar la técnica. En base a los 

perfiles cromatográficos obtenidos para las cepas bajo estudio se consideraron solo los 

picos correspondientes a los compuestos químicos que no coincidieron con los presentes 

en la corrida control del medio de cultivo. El perfil cromatográfico de los mVOCs 
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Fig. 6.6. Perfiles cromatográficos de VOCs producidos por cepas de referencia y nativas aisladas de 

rizósfera de menta que presentaron un aumento en la producción de AE. A.- SJ48. B.- SJ25. C.- SJ04. D.-

WCS417r. 
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Fig. 6.7. Perfiles cromatográficos de VOCs producdos por las cepas nativas aisladas de rizósfera de 

menta con actividad de biocontrol. A.- S.116. B.- SJ32. 

producidos por la cepa B. subtilis GB03 confirmó la metodología de extracción ya que 

se logró comprobar la presencia de los compuestos mayoritarios caracterizados 

previamente por el grupo de Farag y colaboradores (2006). En la figura 6.8. A (círculos 

celestes) pueden observarse las señales químicas correspondientes a acetoina (T.R 6,05) 

y 2,3-butanediol (T.R. 7,73) que fueron correctamente identificados a través de 

espectrometría de masas (Fig. 11.1 y 11.2, Anexo II: Identificación de mVOCs). 

En base a las comparaciones correspondientes de los perfiles cromatográficos 

presentados por las cepas bajo estudio con los respectivos controles negativos (cepas 

DH5a, SJ20 y SJ31), se pudieron reconocer dos grupos de señales químicas: las 
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negativo. E.- Control de VOCs del medio de cultivo. 

estuvieron presentadas sólo en las cepas del género Pseudomonas, marcadas en verde en 

las figuras 6.6-6.8; y las que fueron reconociMs como típicas del perfil de cada cepa de 

interés analizada, marcadas en rojo en las figuras 6.6 y 6.7. Estas señales químicas 

fueron identificadas comparando los tiempos de retención y los perfiles de 

fragmentación obtenidos en el espectrómetro de masa con los presentes en la librería 

NIST. Se consideró que la identificación fue apropiada en aquellos compuestos que 

presentaron un índice de similitud (SI) mayor a 800 y entre éstos se eligió el de índice 

más alto. Algunas cepas utilizadas como control negativo presentaron señales químicas 

que coincidieron con las reconocidas como típicas de las cepas analizadas (Fig 6.6-6.8, 

marcadas en marrón). Interesantemente, se puede deducir que estos compuestos 

volátiles por sí solos no son capaces de generar efectos de promoción del crecimiento en 
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plantas de menta micropropagadas, ya que están presentes en las cepas utilizadas como 

control negativo de las actividades de promoción vegetal. 

En la tabla 6.4 se muestran las señales químicas correspondientes a los 

compuestos volátiles característicos del grupo de Pseudomonas nativas analizado (Fig. 

6.6-6.8 círculos verdes). 

T.R. (rffin) IDENTIFICACIÓN FIGURA 

3,27 Elanatial doblegad:me II.3. (ANEXO II) 
6,62 dimetil-disutfide 11.4. (ANEXO II) 

12,12 (sin identlIkoolbn) 
14,06 1-undeceno 11.5. (ANEXO II) 

Tabla 6.4. Tiempos de retención e identificación correspondiente a los compuestos volátiles típicos de las 

cepas del género Pseudomonas analizadas. 

La identificación de las señales químicas correspondientes a los compuestos 

volátiles típicos de cada cepa estudiada que poseen actividad PGPR fue dificultosa, por 

presentar SI muy bajos. Esto puede ser debido a la falta de caracterización previa de los 

compuestos encontrados y por lo tanto no presentes en librerías de identificación, o 

debido a la baja concentración de los mismos en las muestras analizadas. A pesar de los 

problemas encontrados, algunos compuestos pudieron ser identificados apropiadamente. 

En relación a las señales químicas correspondientes a compuestos característicos 

de cada cepa analizada se puede exponer que: 

• el perfil cromatográfico de la cepa de referencia P. fluorescens WCS417r 

se caracterizó por la presencia de los compuestos correspondientes a los tiempos de 

retención: 10,90; 17,79 y 18,29 (Fig 6.6, círculos rojos). 

• el perfil cromatográfico de la cepa nativa SJO4 se caracterizó por la 

presencia de los compuestos correspondientes a los tiempos de retención: 2,43; 4,40; 

6,08; 10,76 y 17,95 (Fig. 6.6, círculos rojos). 

II el perfil cromatográfico característico de la cepa SJ25 se presenta en la 

tabla 6.5, ya que 2 señales químicas pudieron ser adecuadamente identificada (Fig. 6.6, 

círculos rojos). 
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T.R. (mm ) IDENTIFICACIÓN FIGURA 

(sin dent1114«4641) 
2,45 (identificación no lógica) 

4.40 (sin identillosolto) 
13,89 octanonitrilo 11.6. (ANEXO II) 

15,54 11.7. (ANEXO) 

Tabla 6.5. Tiempos de retención e identificación correspondiente a los compuestos volátiles 

característicos de la cepa SJ25. 

▪ el perfil cromatográfico de la cepa SJ48 se caracterizó por la presencia de 

los compuestos correspondientes a los tiempos de retención: 1,83; 3,17; 6,05; 15,83 y 

17,95 (Fig. 6.6, círculos rojos). 

• el perfil cromatográfico de la cepa nativa SJ16 se caracterizó por la 

presencia del compuesto correspondiente al tiempo de retención 15,84 (Fig. 6.7, 

círculos rojos). 

• el perfil cromatográfico de la cepa nativa SJ32 se caracterizó por la 

presencia del compuesto correspondiente al tiempo de retención 12,97 (Fig. 6.7, 

círculos rojos). 

En línea general, se puede decir que en el análisis de identificación de mVOCs 

de las cepas rizosféricas fluorescentes perteneciente al género Pseudomonas estudiadas 

pudieron ser identificados compuestos característicos del grupo aislado y en particular, 

de alguna de ellas. Además, se encontró una mayor variedad y concentración en la 

emisión de compuestos volátiles de las cepas que promueven el crecimiento y 

producción de AE de plantas de menta (Fig. 6.6) con respecto a la emisión de mVOCs 

presentado por las cepas con actividad de biocontrol (Fig. 6.7). Estudios realizados en 

los últimos arios demostraron la presencia de los compuestos identificadas en las 

muestras analizadas en VOCs emitidos por bacterias de distintos orígenes. El dimetil 

disulfuro se registró en emisiones de rizobacterias pertenecientes al género 

Burkholderia y demostró su capacidad de promover del crecimiento vegetal de A. 

thaliana (Groenhagen y col., 2013). También se lo encontró aunque en menor 

concentración, en cepas de Paenibacillus polimyxa, B. subtilis y B. amyloliquefaciens. 

El mismo grupo de investigación registró el compuesto 1-undeceno en mVOCs de las 

mismas especies anteriormente mencionadas, no pudiéndole atribuir a una función 

promotora del crecimiento (Farag y col., 2006; Park y col., 2013; Song y Ryu, 2013). 

Los compuestos sulfurados son abundantes en el conjunto de mVOCs producidos por 
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microorganismos, en particular el dimetil disulfuro es un compuesto volátil producido 

por una gran variedad de bacterias tanto marinas como de suelo y puede dimerizar y 

oxidarse en el aire formando el dimetil trisulfuro (Schulz y Dickschant, 2007). En 

relación a la identificación de señales químicas como 1-undeceno y 2-isononenal, 

podemos decir que los compuestos de 9 átomos de carbono saturados con distintos 

niveles de oxidación, así como los compuestos con distintos niveles de saturación de 10 

a 16 átomos de carbono han sido ampliamente descriptos en un gran número de géneros 

bacterianas, como Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas y Burkholderia. A estos tipo 

de compuesto se les ha atribuido funciones directas de promoción del crecimiento 

vegetal, principalmente en relación con A. thaliana, y funciones indirectas de biocontrol 

frente a varios fitopatógenos (Fernando y col., 2005; Groenhagen y col., 2013; Park y 

col., 2013; Song y Ryu, 2013). Además, se puede mencionar que los compuestos 

nitrogenados, como el octaninitrilo, han sido también encontrados como componentes 

de VOCs microbianos (Schulz y Dickschant, 2007). 

Cabe destacar que una menor diversidad química en el conjunto de VOCs no 

representa una menor actividad de la cepa que los produce. Estudios previos han 

demostrado que en algunos casos no es solamente un compuesto el responsable de la 

actividad PGPR estudiada, sino que se presenta un sinergismo entre más de uno los 

compuestos volátiles que componen la emisión. Si bien se ha atribuido generalmente, la 

función principal a los compuestos mayoritarios, ha podido comprobarse con el uso de 

estándares que para generar un mayor efecto de promoción del crecimiento, éste 

necesita encontrarse en el conjunto completo de mVOCs que caracterizan esa 

determinada cepa (Fernando y col., 2005; Farag y col., 2006; Radruppa y col., 2010; 

Groenhagen y col., 2013). 

Acorde la identificación de la composición total de la emisión de VOCs 

característico de cada cepa PGPR analizada presentó dificultades, se puede concluir que 

el conjunto de señales químicas encontradas es único para cada una de ellas, aunque 

algunos compuestos volátiles estén presentes en más de una de las cepas aisladas. Estos 

resultados son muy interesantes si consideramos que se trata de bacterias que están 

íntimamente relacionadas entre sí, ya sea fenotípicamente como genotípicamente, 

además de haber sufrido una presión selectiva comparable al provenir de un mismo 

lugar de origen (Tabla 6.6). 
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CEPA 
ANAL/BIS CENO TÍPICO 

ANÁLISIS FENOWPICO 
ARORA ERIC BOX AFILIACIÓN 

8J4 Al E2 81 P. puf/da Grupo externo 

SJ18 A2 E2 B1 P. puf/da Grupo P. puf/da 

8J20 A2 E2 B1 Grupo P. puf/da 

8J25 A2 E5 B5 P. pulida Grupo P. pulida 

8J31 Al E2 131 Pseudomonas sp. Grupo P. puf/da 

8J32 Al B1 P. puf/da Grupo P. puf/da 

8.1418 Al E2 B1 P. puf/da Grupo P. puf/da 

WC8417r A3 El 131 P. fluorescens Grupo P. fluorescens 

Tabla 6.6. Características genotípicas 

analizados. 

y fenotipicas de las cepas nativas cuyos mVOCs han sido 

Desde el punto de vista funcional, los efectos generados por cada conjunto de 

mVOCs analizado no fueron los mismos. Todas las bacterias estudiadas presentaron una 

actividad promotora del crecimiento vegetal con resultados distintos. Las cepas SJ16 y 

SJ32, cuyos mVOCs han demostrado actividad biocontroladora, no presentaron una 

mejora evidente de la biomasa y producción de AE. Del mismo modo, se observó que 

las cepas SJ04, SJ25 y SJ48 cuyos VOCs demostraron actividad PGPR directa sobre 

plantas de menta, no presentaron una actividad de biocontrol destacada. Profundizando 

más aún, se puede decir que el aumento en la producción de AE generado por cada una 

de ellas fue variable. SJ25 fue capaz de aumentar la producción de AE totales, SJO4 fue 

capaz de aumentar la producción del monoterpeno mentol y SJ48 fue capaz de aumentar 

la producción del monoterpeno limoneno. Entonces, se puede concluir que los conjuntos 

de volátiles obtenidos para las cepas nativas analizadas fueron distintos entre sí y 

generaron, a su vez, distintos efectos en plantas de menta micropropagadas. 

80 



Capítulo 7 

Resultados y Discusión: 

Bioensayos de inoculación directa en 

plantas de menta con Pseudomonas 

fluorescentes nativas. 



Capítulo 7 Resultados y Discusión 

Capítulo 7- Resultados y Discusión: 

Bioensayos de inoculación directa en plantas de menta con Pseudomonas 

fluorescentes nativas. 

Se realizaron ensayos de inoculación directa en el medio de cultivo de plantas de 

M piperita micropropagadas. Las cepas fueron escogidas en base al aumento en la 

producción de AE mediado por mVOCs. Las cepas seleccionadas (SJ04, SJ25, SJ48 y 

WCS41 7r) fueron inoculadas por inclusión en el medio de cultivo de crecimiento 

vegetal a una concentración de 105 UFC/placa. 

7.1. Influencia de la inoculación directa sobre la biomasa de plantas de menta. 

Al cabo de 30 días de crecimiento se cosecharon las plantas y se registraron los 

siguientes parámetros: longitud y peso seco de raíz, longitud y peso fresco de la parte 

aérea, número de nudos, ramificaciones, hojas y tricomas glandulares. Los resultados 

estadísticamente significativos fueron graficados en la figura 7.1. Los datos relativos a 

los restantes parámetros analizados se presentan en la figura 7.1. 

TRATAMIENTOS 
LONGITUD 

RAÍZ (cm) 

LONGITUD 

TALLO (cm) 

PESO FRESCO 

PARTE AÉREA (mg) 

NtMERO 

NUDOS 

NÚMERO 

RAMIFICACIONES 

WCS417r 2,24 ± 0,36 5,34 ± 0,52 322,91 *40,69 7,78 * 0,46 1,11 ± 0,31 

SJ25 1,87* 0,39 4,69 ± 0,51 220,53 ± 30,04 7,43 * 0,57 0,57 ± 0,20 

Tabla 7.1. Parámetros de crecimiento vegetal de plantas de menta inoculadas con cepas PGPR nativas 

(p?0,05). Se realizaron 5 réplicas por cada una (N = 2). 

En respuesta a la inoculación directa de plantas de menta, se produjeron 

diferencias estadísticamente significativas en parámetros como peso fresco de la raíz, 

número de hojas y número de tricomas glandulares (Fig. 7.1). La estimulación del 

crecimiento en relación a los parámetros de biomasa a nivel de raíz y de hoja podría 

atribuirse a que existe una mayor cercanía de las bacterias a la raíz, en consecuencia de 

la inclusión de las mismas al medio de cultivo vegetal, por lo cual pueden 

intercambiarse compuestos que estimulen el crecimiento vegetal con mayor facilidad. 

Los efectos producidos, por la inoculación con rizobacterias benéficas, en general, está 

ocasionado entre distintos factores, por la producción de hormonas como auxinas y 
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citocininas, que incrementan la división y elongación celular, la expansión de los tejidos 

y la iniciación de raíces laterales. De este modo se incrementa la superficie de 

intercambio con el suelo, lo que resulta en una mayor la permeabilidad de membrana, 

mejorando la absorción de nutrientes, disponibilidad de fosfato y/o de nitratos 

(Kloepper, 1993; Zhang y col., 2007). En los ensayos realizados en placas tabicadas, se 

observó que mVOCs son capaces de incrementar la biomasa de la parte aérea, el mismo 

no estuvo mediado por un aumento en el número de hojas, (Fig. 6.1). En este tipo de 

ensayo no se presentó una estimulación de la biomasa radicular. 
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Fig. 7.1. Efecto de la 

inoculación de bacterias 

fluorescentes aisladas de 

rizósfera de menta sobre 

parametros de crecimiento 

vegetal de plantas de menta 

micropropagadas. A.- Peso 

seco de la raíz; B.- Número 

de hojas; C.- Número de 

tricomas glandulares. * = 

diferencia estadísticamente 

significativa con respecto al 

control (p..0,05). Se 

realizaron 5 réplicas por 

cada una (N = 2). 
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En relación al número de tricomas glandulares se observa una diferencia 

significativa entre los tratamientos realizados, mostrando un incremento de 2,5 veces en 

plantas inoculadas con la cepa SJ25. Estos datos no pueden ser corroborados con los de 

plantas expuestas a mVOCs en placas tabicadas ya que es un parámetro que no fue 

analizado. 

En nuestro laboratorio se han llevado a cabo ensayos de la inoculación directa 

con cepas PGPR en otras plantas aromáticas, observadondose un incremento de biomasa 

vegetal. Ensayos llevados realizados en orégano (Origanum x majoricum) inoculadas 

con P. fluorescens, B. subtilis y A. brasilense han mostrado un incremento similar en el 

peso fresco del tallo y en el peso seco de la raíz (Banchio y col., 2010). Efectos 

similares han sido registrados en plantas de mejorana (Origanum majorana) (Banchio y 

col., 2008) y de Tagetes minuta (Cappellari y col., 2013) inoculadas con P. fluorescens, 

incrementando también el número de hojas y el número de raíces secundarias. De igual 

modo, ha sido observado también en ensayos a campo, una promoción del crecimiento 

en plantas de frambuesa (Rubus ideaus) inoculadas con dos cepas de B. subtilis, M3 y 

OSU-142 (Orhan y col., 2006), así como en plantas de arándano (Vaccinium 

corymbosum cv. bluecrop) inoculadas con P. fluorescens Pf 5 (De Silva y col.., 2000) y 

en plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) inoculadas con B. subtilis 101 y A. 

brasilense Sp245, este último, presentando también un incremento en la longitud del 

tallo y número de nudos (Felici y col., 2008). 

Por lo tanto, hasta el momento es escasa la bibliografía de estudios sobre la 

comprobación de efectos de promoción del crecimiento vegetal en respuesta a la 

exposición de plantas de menta a mVOCs y a la inoculación directa con bacterias 

promotoras del crecimiento. Ensayos realizados en nuestro laboratorio, han demostrado 

que la inoculación directa de plantas de albahaca con B. subtilis GB03 favorece el 

incremento del desarrollo vegetal mientras que la emisión de mVOCs beneficia la 

producción de AE (Banchio y col., 2008; Banchio y col., 2009; Banchio y col., 2010). 

La promoción del crecimiento observada en cultivos de importancia agronómica, 

como consecuencia de la inoculación con bacterias PGPR, puede resultar de un aumento 

en la producción bacteriana de hormonas vegetales, de la permeabilidad de membrana o 

de la disponibilidad de minerales como fosfato, hierro y/o de nitratos (Kloepper, 1993). 

En ausencia de contacto entre las bacterias promotoras y las plantas de estudio, sólo 

pequeños compuestos volátiles pueden desencadenar las respuestas de la planta. En base 

a la metodología empleada y las características del medio de cultivo, se puede deducir 
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que de los mecanismos PGPR evaluados anteriormente (Fig. 6.1), solamente la 

producción de AIA bacteriana podría estar involucrada como mecanismo potencial 

adicional a la producción de mVOCs, al no existir limitaciones en el medio de cultivo 

con respecto al contenido de hierro y de fósforo. Esto es interesante ya que 

posiblemente exista otro mecanismo que sumado a la producción de mVOCs logren 

influir sobre el desarrollo vegetal. De las cepas seleccionadas solamente SJ48 es capaz 

de producir AIA y curiosamente, esta bacteria no presenta una diferencia 

estadísticamente significativa en ninguno de los parámetros analizados (Pilet y Saugy 

1987; Dobbelaere y col., 1999; Patten y Glick, 2002). 

Una mejor perspectiva se obtendría detectando la región de ingreso de los 

mVOCs a la planta, es decir si ocurre a través de la raíz, medio de soporte natural de las 

bacterias rizosféricas, o directamente a través de los estomas foliares. Se han realizados 

distintos ensayos para poner a punto la concentración de agar en el medio de cultivo 

vegetal para inoculación por inclusión, ya que placas con un contenido de agar normal 

para el medio de cultivo MS (0,7%) no se observaban diferencias en la biomasa de las 

plantas controles y los tratamientos. Este efecto pone en evidencia algún tipo de 

impedimento en la difusión de los VOCs a través del medio de cultivo. A medida que la 

concentración de agar disminuye el efecto es más evidente, mejorando la difusión de los 

mismos y, por lo tanto, el contacto con la superficie vegetal. 

7.2. Influencia de la inoculación directa sobre la producción de AE de plantas 

de menta. 

Sucesivamente, se realizó una caracterización de los componentes mayoritarios 

de los aceites esenciales producidos en los distintos tratamientos. Los datos obtenidos 

de la extracción y sucesivo análisis se muestran en la figura 7.2. 

En relación al contenido total de los AE, podemos decir que se obtuvo una 

diferencia significativa con respecto al control, sólo en plantas inoculadas con la cepa de 

referencia P. fluorescens WSC417r y la cepa nativa SJ04, mostrando un incremento del 

187% y 115% respectivamente (Fig. 7.2. A). Estos mismos tratamientos registraron 

también un mayor número de tricomas glandulares (Fig. 7.1. C), lugar donde se produce 

la biosíntesis de AE. Los resultados obtenidos coincidieron con los encontrados en los 

ensayos presentados en el capítulo 4 realizados cepas promotora del crecimiento de 

referencia pertenecientes a distintos géneros, en los cuales el tratamiento con P. 

fluorescens WCS417r aumentó el contenido de AE totales (Fig. 6.2. A). 
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Fig. 7.2. Efecto de la inoculación directa con bacterias fluorescentes nativas sobre la producción total 

aceites esenciales y sus componentes mayoritarios en plantas de menta micropropagadas. A.- AE totales; 

B.- limoneno y terpineol; C.- mentol y mentilacetato; D.- mentona y pulegona; E.- mentofurano y 

mentofiiranona. * = diferencia estadísticamente significativa con respecto al control (p<0,05). Se 

realizaron 5 réplicas por cada una (N = 2). 

Con respecto a los componentes mayoritarios, en el contenido de limoneno se 

observó un aumento estadísticamente significativo en los tratamientos SJ04, SJ25 y 

SJ48 con respecto al control y al tratamiento P. fluorescens WCS417r, ya que no 
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presentaron un contenido del mismo detectable a través de la metodología seleccionada 

(Fig. 7.2. B). Estos resultados confirman el aumento en el contenido de dicho 

monoterpeno obtenido en el tratamiento de plantas de menta con mVOCs producidos 

por las mismas cepas nativas. La falta de contenido de limoneno en la parte aérea de los 

tratamientos control y P. fluorescens WCS417r no fue observado anteriormente (Fig. 

6.2 B). Esto puede ser debido a la baja cantidad de AE totales presentes en las plantas 

control, lo cual no se aplicaría para el tratamiento con la cepa de referencia, para ello se 

puede inducir que el limoneno producido por estas plantas estaría íntegramente dirigido 

a la producción de los productos finales de la vía biosintética y no alcanzaría a 

acumularse a niveles detectables por el sistema. 

En la figura 7.2. B se puede observar también que el contenido de terpineol se 

redujo en todos los tratamientos con respecto al control, mostrando una disminución 

hasta un valor del 85% en las plantas inoculadas con la cepa SJO4. Esta reducción en el 

contenido de dicho monoterpeno no fue observada anteriormente en los ensayos de 

producción de mVOCs realizados en placas tabicadas (Fig. 6.2. C). 

En relación al contenido de los monoterpenos que dan valor a los aceites 

esenciales, se observó un aumento en el contenido de mentona (Fig. 7.2. D) y mentol 

(Fig. 7.2. C) de hasta aproximadamente 4 veces y 25 veces respectivamente con 

respecto al control, en los tratamientos SJO4, SJ48 y P. fluorescens WCS417r. El 

tratamiento SJ25 sólo presentó aumento en el contenido de mentol con respecto al 

control. En los ensayos realizados anteriormente con las mismas cepas en plantas de 

menta expuestas a mVOCs no se observó aumento en el contenido de mentona (Fig. 6.2. 

B), pero el tratamiento con SJO4 confirmó el aumento en el contenido de mentol, si bien 

el mismo nivel de incremento no fue el mismo (Fig. 6.2. C). 

En relación al contenido de los monoterpenos que representan una desviación en 

la vía biosintética del mentol (Fig. 1.6), como mentilacetato, mentofurano y 

mentofuranona, podemos decir que se presentó solo una reducción en el contenido de 

mentilacetato en todos los tratamiento hasta alcanzar un valor de 75% con respecto al 

contenido de las plantas control (Fig. 7.2. C). Del mismo modo, el contenido de 

mentofuranona mostró un incremento en los tratamientos con SJO4 y P. fluorescens 

WCS417r del 125% y 188%, respectivamente. Mientras que el contenido de 

mentofurano aumentó de 10 veces sólo en las plantas inoculadas con la cepa de 

referencia P. fluorescens WCS417r. Los datos obtenidos no muestran similitud con los 

ensayos realizados anteriormente en placas tabicadas de evaluación de le producción de 
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AE en plantas de mentas expuestas a mVOCs (capítulo 6), en los cuales no se 

observaron variaciones estadísticamente significativa en el contenido de mentilacetato y 

mentofuranona, sin embargo si se observó una disminución en el contenido de 

mentofurano (Fig. 6.2 C y D). Curiosamente, en el mismo tipo de ensayo realizado con 

distintas cepas de referencia presentado en el capítulo 4, la exposición de plantas de 

menta a mVOCs producidos por la cepa de referencia P. fluorescens WCS417r presentó 

un aumento en el contenido de mentofurano. 

En la tabla 7.2 se muestran los datos de porcentajes relativos de los componentes 

mayoritarios. En línea general, se puede decir que las variaciones observadas en el 

contenido de terpineol, mentol y mentilacetato están acompañadas también por una 

variación en la composición general de los AE. 

El tratamiento con SJO4 presenta una diferencia estadísticamente significativa 

sólo en el contenido de terpineol y mentilacetato, que disminuyen sus porcentajes en 

relación al total de los AE presentes. Esta disminución no está acompañada por un 

aumento significativo en ningún monoterpeno de interés, por lo cual se puede deducir 

que los monoterpenos restantes aumentan proporcionalmente su contenido (Fig. 1.6). 

CEPAS LIMONENO TERPINEOL MENTONA MENTOFURANO MENTOL 
' MENTIL I

PULEGONA ACETATO 
MENTOFURA 

NONA 

SJ04 0,09% 0,1% * 0,90% 1,01% 4,09% 7,02% i 0,94% • 85,85% 

Sn$ 297% .073%' 0,84% IM1 13,53% di 20,46% 2.02% •

SJ48 2,31% 0,3% • 1,84% 1,51% 13,03% • 26,59% 2,28% 52,14% 

WCS4 I ir 00% 0,23%° 0.563 2.86% 23.04% 1 i ,36% • 70,12% 

CONTROL 1,08% 1,23% 0,58% 0,90% 4,16% 15,17% 4,51% i 72,37% 

Tabla 7.2. Porcentajes relativos de los compuestos mayoritarios analizados en plantas de menta 

micropropagadas inoculadas con las cepas de referencia y nativas pertenecientes al género Pseudomonas. 

* diferencia estadísticamente significativa con respecto al control. LSD Fischer, p< 0,05. Se realizaron 

5 réplicas por cada una (N = 2). 

Sin embargo, los tratamientos con SJ25 y P. fluorescens WCS417r variaron su 

composición de AE disminuyendo la presencia de terpineol y mentilacetato y 

aumentando a su vez la concentración de mentol en los mismos. Por lo cual se deduce 

que hay una estimulación de la producción de este monoterpeno. Del mismo modo, el 

tratamiento con SJ48, mostró una disminución en el contenido de terpineol y por otro 

lado, un aumento estadísticamente significativo en el porcentaje relativo del 

monoterpeno mentol (Tabla 7.2). Interesantemente, los tratamientos con las cepas SJ04, 

SJ25 y 5.148 manifestaron una disminución estadísticamente no significativa, en el 
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porcentaje relativo de mentofuranona. Este monoterpeno representa un componente 

poco deseados en los AE de menta, por lo que se puede inferir que existiría ua 

estimulación de la vía biosintética dirigida hacia la producción de los monoterpenos de 

interés, como lo es el mentol. 

En conclusión, se puede decir que sólo las cepas SJ25 y SJ48 produjeron un 

efecto deseable a nivel de síntesis de AE en plantas inoculadas, ya que se obtuvo una 

cantidad relativamente alta de mentol y mentona, sin aumentar la presencia y en algunos 

casos reduciendo, la presencia de monoterpenos indeseados, como mentilacetato, 

mentofurano y mentofuranona. El tratamiento P. fluorescens WCS417r si bien aumenta 

la producción de AE totales y algunos de los componenetes mayoritarios, gran parte de 

este aumento es debido a una mayor presencia en la composición final de productos 

indeseados, como lo es el compuesto mentofuranona. Ante todo lo expuesto 

anteriormente, se puede inferir que el incremento presentado en la producción de AE 

indicaría una inducción en los niveles biosintéticos de terpenos. 

Los datos adquiridos mediante la inoculación directa con cepas pertenecientes al 

género Pseudomonas de plantas de M piperita, confirmaron los resultados obtenidos 

anteriormente en nuestro laboratorio utilizando el mismo tratamiento en otras plantas 

aromáticas. La inoculación directa de plantas de Tagetes minuta (Cappellari y col., 

2013) y de Origanum x majoricum (Banchio y col., 2010) con P. fluorescens produce 

un aumento tanto a nivel de la producción de AE totales, como de algunos de sus 

componentes mayoritarios. En otros grupos de investigación ha sido observado también 

un aumento en el contenido de AE en plantas de Mentha arvensis (Gupta y col., 2002), 

de orégano (Khaosaad y col., 2006) y de albahaca (Ocimum basilicum) inoculadas 

directamente con micorrizas, reportando este último trabajo, además, un aumento en el 

número tricomas glandulares (Copetta y col., 2006). Sin embargo, se conoce que el 

efecto PGPR, ejercido por micorrizas, es mediado por una extensión del sistema 

radicular de la planta, mejorando la absorción de nutrientes y la asimilación de fosfatos 

orgánicos (Bouwmeester y col., 2007). 

En relación a los mecanismos que actúan en los tratamientos mediados por 

inoculación directa de bacterias PGPR de planta de menta, se puede suponer que 

infiirían la producción y liberación de fitohormonas, sumado al reciente mecanismo 

descubierto de producción de mVOCs por parte de las mismas. Como mencionado 

anteriormente, solo la cepa SJ48 es capaz de producir AIA. Por lo tanto podemos inferir 

que ambos mecanismos podrían participar en la estimulación de la síntesis de 
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monoterpenos, aunque todavía no ha sido esclarecida la influencia de las fitohormonas 

sobre dicha vía metabólica. 

7.3. Análisis multivaríado de componentes principalel. 

A fin de relacionar los tratamientos realizados con los parámetros de promoción 

del crecimiento vegetal entre sí, se realizó un análisis multivariado de componentes 

principales, el primero con relación a los datos de biomasa vegetal y el segundo relativo 

a los datos de producción de AE. 

El Análisis de Componentes Principales (ACP) es una técnica utilizada para 

reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos, explica la estructura de varianza y 

covarianza mediante combinaciones lineales de las variables del sistema, reduciendo así 

el volumen de información. El ACP construye una transformación lineal que escoge un 

nuevo sistema de coordenadas para el conjunto original de datos en el cual la varianza 

de mayor tamaño del conjunto de datos es capturada en el primer eje (CP1), la segunda 

varianza más grande es el segundo eje (CP2). Las componentes principales dependen 

solamente de la matriz de covarianza de las variables originales y su desarrollo no 

necesita un modelo estadístico para explicar la estructura probabilística de los errores, 

pero si puede suponerse una distribución multinormal de la población. Si las 

componentes derivan de normales multivariadas, son independientes y se interpretan en 

base a elipsoides de densidad constante (Di Renzo y col., 2001; Balzarini 2003). Este 

tipo de análisis permite así graficar una observación en planos de dispersión de 

observaciones y/o variables con propiedades óptimas para la interpretación de la 

variabilidad y co-variabilidad subyacente. Por lo tanto, se utiliza a fin de hallar las 

causas de la variabilidad de un conjunto de datos, ordenarlas por importancia y/o 

identificar asociaciones entre observaciones, entre variables o entre variables y 

observaciones. 

En la figura 7.3 se puede observar el gráfico resultante del análisis de correlación 

entre variables de biomasa medidas en plantas de M piperita inoculadas con cepas 

nativas y la capacidad de las mismas de producir AIA. En este sentido, se plantearon 

como observaciones o casos los tratamientos realizados con su respectiva identificación, 

y como variables los datos respectivos a los parámetros de biomasa vegetal medidos 

luego de la inoculación y la capacidad microbiana productora de AIA. 

El gráfico obtenido explica satisfactoriamente las variables analizadas, ya que 

las componentes principales generadas explican el 92% de la variabilidad presente en 
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los datos analizados. En el mismo, se pudo observar que las cepas SJ25 y SJO4 

presentaron una mayor producción tanto de AIA como de tricomas glandulares, así 

como las cepas SJ48 y P. fluorescens WCS417r presentaron una mayor estimulación de 

la parte radicular y la parte aérea. 
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Fig. 7.3. ACP realizado con parámetros de biomasa vegetal de plantas de menta micropropagadas 

obtenidos por inoculación directa con bacterias fluorescentes nativas. P.pu: P. pulida; P.fl.: P. 

fluorescens; AIA: producción de AIA; NTRIC: número de tricomas; NUD: número de nudos; LT: 

longitud del tallo; LR: longitud de la raíz; NH: número de hojas; PR: peso seco de la raíz; PPA: peso 

fresco de la parte aérea; RAM: número de ramificaciones. El ACP fue obtenido utilizando el software 

InfoStat versión 2.0. 

Con respecto al análisis de correlación entre variables estudiadas, esta es 

positiva cuando dibujan un ángulo agudo, mientras que es negativa si el ángulo dibujado 

es obtuso. Sorprendentemente, se observó que la producción bacteriana de AIA no se 

encuentra relacionada con los parámetros radiculares analizados como longitud y peso 

radicular, si bien existen numerosos estudios que han demostrado que la producción de 

auxinas por parte de rizobacterias, así como la adición exógena, aumentan y estimula el 

desarrollo radicular de distintos tipos de plantas. Sin embargo, el grafico mostró que los 

parámetros de peso y longitud aérea están íntimamente correlacionados entre sí. Del 

mismo modo, el peso fresco de la parte aérea se encontró más íntimamente relacionado 

al número de hojas y ramificaciones que al número de nudos y longitud del tallo. Así 
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mismo, se observó que el número de ramificaciones no se relaciona con el número de 

nudos y la longitud del tallo. Adicionalmente, se pudo observar que existe una fuerte 

correlación entre la longitud del tallo y la longitud de la raíz así como entre el peso 

fresco de la parte aérea y el peso seco radicular, indicando que la biomasa radicular y 

aérea se hallan balanceadas y proporcionadas en el desarrollo vegetal. 

Sucesivamente, se realizó un ACP relativo a los resultados obtenidos de 

producción de AE. En el mismo se plantearon como observaciones o casos los 

tratamientos con su respectiva identificación y como variables los datos respectivos al 

contenido de AE totales y componentes mayoritarios, así como la capacidad microbiana 

productora de AIA. Las componentes principales generadas con el análisis aplicado 

explican el 86% de la variabilidad de los datos analizados (Fig. 7.4). 

En la figura 7.4 se puede observar que las cepas SJ25 y 5.148 presentaron una 

mayor producción de ATA y de mentol, así como la cepa 5J04 se distribuyó como 

mayor productora de mentona y la cepa P. fluorescens WCS417r como estimuladora 

principalmente del contenido de AE totales y de los componentes principales que 

representan una derivación de la vía de producción del mentol. 
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Fig. 7.4. ACP realizado con parámetros de producción de AE en plantas de menta micropropagadas 

obtenidos por inoculación directa con bacterias fluorescentes nativas. P.pu: P. putida; P.fl: P. fluorescens; 

AIA: producción de AIA; LIM: limoneno; TERP: terpineol; MNA: mentona; MOL: mentol; PUL: 

pulegona; MAC: mentil acetato; MF: mentofurano; MFNA: mentofuranona; AE TOT: AE totales. El 

ACP fue obtenido utilizando el software InfoStat versión 2.0. 
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Además, se pudo determinar el tipo de relación entre las variables analizadas, a 

través de la observación de los ángulos dibujados por las mismas. De este modo, se 

estableció que existe una fuerte correlación entre la producción bacteriana de AIA y la 

presencia de altos contenidos de los compuestos mentona y mentol. Igualmente, se 

comprobó que si bien los contenidos de estos componentes principales están 

correlacionados positivamente entre sí, ésta no es muy fuerte ya que el ángulo que 

presentan es cercano al 90°. Esta situación puede explicarse, en función de que la 

enzima responsable de la producción de mentol se encuentra regulada temporalmente 

por la maduración de los tricomas, y no sólo por la presencia de su precursor 

biosintético, es decir mentona. Se evidenció también, que existe una leve correlación 

entre la producción de AIA y el contenido de limoneno, que es el primer monoterpeno 

de la vía. En conclusión, se puede interpretar que la producción microbiana de AIA 

estimularía los primeros y los últimos pasos de la vía biosintética del mentol. 

Por el contrario, podemos observar que las variables antes mencionadas no 

presentan alguna correlación con el rendimiento total de AE, es decir que no influyen 

principalmente en el contenido total de monoterpenos de las plantas de menta 

micropropagadas inoculadas. Es importante destacar que esta última variable se 

encuentra íntimamente relacionada con el contenido de mentofuranona, mentofurano, 

mentilacetato y pulegona, que son los componentes mayoritarios, la suma de éstos 

representa el 60% de los AE totales. De la misma manera, se infiere que el contenido de 

mentol encontró una correlación negativa (ángulos obtusos) con respecto al contenido 

de mentilacetato, mentofurano y mentofuranona, demostrando que la presencia de éstos 

últimos reduce el contenido del monoterpeno mentol en el total de AE producidos. 

Igualmente, se deduce que el contenido de mentofurano, mentofuranona y mentona 

encontraron una correlación positiva con el contenido de pulegona, que representa el 

precursor de los mismos. 

En general, se puede concluir que la síntesis rizobacteriana de auxinas como 

AIA afectaría positivamente la producción de AE, aumentando el número de tricomas 

glandulares y mejorando la producción de los mismo, principalmente a nivel de los 

primeros y últimos pasos de la vía biosintética. Deberían realizarse ulteriores estudios 

sobre la transducción de la señal a nivel vegetal que conlleva a un aumento de la síntesis 

de AE en plantas de menta. 

Los resultados obtenidos en plantas de M. piperita micropropagadas inoculadas 

con cepas fluorescentes nativas se resumen en el esquema presentado en la figura 7.5. 
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INOCULACIÓN DIRECTA 
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Fig. 7.5. Esquema 

representativo de los 

principales efectos PGPR 

encontrados por 

inoculación directa de 

plantas de M piperita con 

cepas fluorescentes nativas. 
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Capítulo 8: Conclusiones. 

En base a los resultados obtenidos podemos fmalmente concluir que: 

Objetivo especifico 1: Identificar los principales compuestos orgánicos volátiles 

emitidos por las rizobacterias y evaluar su rol sobre el desarrollo vegetal. 

El efecto en la promoción del crecimiento de VOCs emitidos por una determinada 

especie bacteriana no presentó el mismo efecto o el mismo grado de respuesta en 

ensayos realizados con plantas de menta, determinando que la respuesta es especie-

especifica de la interacción bacteria-planta. 

mVOCs producidos por la cepa de referencia P. fluorescens WCS417r produjeron un 

efecto positivo en el desarrollo vegetal, a nivel radicular y foliar, así como también 

en la composición de los AE de plantas de M. piperita micropropagadas. En ellas se 

observó tanto un aumento en el contenido de AE totales como así también en sus 

componentes mayoritarios mentona, pulegona y mentofurano, sugiriendo que existe 

una acumulación de monoterpenos precursores del mentol, producto final de la vía 

biosintética. 

mVOCs de B. subtilis GB03 no produjeron ningún efecto en el contenido de aceites 

esenciales de plantas de M piperita, a pesar del efecto positivo presentado a nivel de 

biomasa, aumentando tanto en la superficie radicular como foliar. 

mVOCs emitidos por A. brasilense Sp7 no produjeron efectos a nivel de biomasa de 

plantas de menta, pero si a nivel de la producción de AE, aumentando el contenido 

de mentona y disminuyendo el contenido de mentol y mentofurano. 

El género Pseudomonas produce mVOCs característicos, que no se observaron en los 

controles realizados con E. coli DH5a y B. subtilis GB03. 

r El conjunto de VOCs que se obtuvo de las bacterias pertenecientes al grupo de 

Pseudomonas fluorescentes analizadas es específico para cada una de ellas. 

- Algunos compuestos presentens en la emisión de mVOCs de cepas fluorescentes 

nativas y de referencia se definieron como típicos del género Pseudomonas, y se 

identificaron como etanotiol, dimetil disulfide y 1-undeceno. 

Otros componentes del conjunto de mVOCs emitidos por las cepas nativas de 

identificaron como típicos para cada una de ellas, entre los cuales se identificaron el 

compuesto octanonitrilo y 2-isononenal para la cepa SJ25. 
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Objetivo específico 2: Aislar y caracterizar bacterias benéficas de la rizósfera de 

plantas aromáticas. 

En base a la caracterización fenotípica y genotípica de tipo ARDRA, 

aproximadamente el 60% de las cepas nativas aisladas de suelo rizosférico de 

cultivares de M piperita de Traslasierra se agruparon con P. putida KT2440. 

Los análisis de diversidad intraespecífica de tipo de rep-PCR marcaron una gran 

heterogeneidad dentro de este grupo. 

El análisis de tipo BOX-PCR fue más apropiado para evidenciar diferencias más 

finas en el genoma de las cepas fluorescentes aisladas de rizósfera de M piperita. 

BOX-PCR generó un mayor número de marcadores moleculares, hecho que permitió 

diferenciar mejor entre las cepas fluorescentes nativas aisladas, produciendo un 

mayor grado de agrupación y una mayor similitud entre ellas. 

A partir del análisis de las secuencias de nucleótidos de tipo BLAST del gen ARNr 

16S se determinó que las cepas fluorescentes nativas analizadas encuentran identidad 

dentro del género Pseudomonas, confirmando la metodología de aislamiento de las 

mismas. 

P. putida se confirmó como la principal especie fluorescente presente en la rizósfera 

de plantas de menta, resultado validado a través del análisis de la secuencia de 

nucleótidos de tipo BLAST del gen ARNr 16S y de la construcción del árbol 

filogenético de las cepas nativas aisladas. 

Solo la cepa SJ7b encontró identidad con la especie P. fluorescens, dato concordante 

con los análisis fenotípicos y genotípicos realizados. 

Si bien las cepas SJ04, SJO8 y SJ46 encontraron identidad como Pseudomonas sp, 

mostraron mayor cercanía filogenética con P. fluorescens respecto a P. putida, estos 

resultados son concordantes con los análisis fenotípicos y genotípicos realizados. 

Objetivo específico 3: Establecer los principales mecanismos directos e indirectos de 

promoción del crecimiento vegetal. 

Las cepas nativas aisladas presentaron capacidad solubilizadora de fosfato y 

productora de sideróforos, representando mecanismos que podrían ayudar al 

crecimiento de las plantas en épocas de escasa presencia de nutrientes en el medio, 

fósforo y hierro respectivamente. 
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Las cepas nativas aisladas también exhibieron actividad productora de AIA, 

representando uno de los mecanismos de acción de promoción directa del 

crecimiento vegetal en condiciones naturales. 

El efecto en la promoción del crecimiento de mVOCs emitidos por algunas cepas 

pertenecientes al grupo de Pseudomonas fluorescentes no presentó el mismo efecto o 

el mismo grado de respuesta con respecto a las demás, determinando que la respuesta 

no solamente es especie-especifica de la interacción bacteria-plata o fitopatógeno-

bacteria PGPR, sino que depende en mayor grado de la cepa utilizada. 

mVOCs producidos por las cepas nativas SJ16 y SJ32 presentaron una destacada 

capacidad biocontroladora del fitopatógeno A. alternara RC21, disminuyendo hasta 

un 70% el diámetro de su crecimiento. 

La producción de mVOCs de las cepas nativas aisladas presentaron un efecto 

positivo en la biomasa de plantas de menta micropropagadas, aumentado el peso de 

la parte aérea. 

La exposición de plantas de menta micropropagadas a VOCs emitidos por estas 

mismas bacterias fluorescentes nativas produjeron un aumento en el contenido de 

aceites esenciales totales (SJ25 y SJ27) y de los compuestos mayoritarios limoneno 

(SJ04, SJ7b, SJ28 y SJ48) y mentol (SJ04). 

El conjunto de mVOCs sintetizados por el resto de las cepas nativas aisladas (SJ10, 

SJ38, SJ40 y SJ46) no produjeron ningún efecto en el contenido de aceites esenciales 

de plantas de M piperita, a pesar del efecto positivo producido a nivel de peso fresco 

de la parte aérea. 

Los mVOCs producidos por la cepa de referencia P. fluorescens WCS417r causaron 

un menor efecto en la estimulación de la producción de aceites esenciales con 

respecto a las Pseudomonas fluorescentes aisladas de rizósfera de menta. 

Objetivo especifico 4: Evaluar los efectos de la inoculación con distintos PGPR sobre 

aspectos relacionados al crecimiento vegetal tales como: biomasa, producción de 

aceite esencial y desarrollo de pelos glandulares. 

La concentración de agar en el medio de cultivo vegetal dificultó la difusión de los 

VOCs cuando las bacterias se encuentran inoculadas en el mismo, disminuyendo el 

efecto PGPR generado a través de este mecanismo. 
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La inoculación directa de las cepas PGPR en el medio de cultivo de plantas de 

menta no produjo los mismos resultados que la sola exposición a los V OCs 

producidos por las mismas. 

F La inoculación directa con las cepas fluorescentes promotoras del crecimiento 

vegetal ya sea de referencia como nativas, generó un aumento en la biomasa 

radicular y foliar, aumentando el peso seco de la raíz y el número de hojas. 

Cepas fluorescentes inoculadas en el medio de cultivo vegetal fueron capaces de 

aumentar el número de tricomas glandulares presentes en hojas de menta 

micropropagadas por milímetro cuadrado de la superficie foliar. 

r La inoculación directa de plantas de menta con las cepas nativas SJ25 y SJ48 

pertenecientes al género Pseudomonas fueron capaces de mejorar la composición de 

AB producidos, aumentando el contenido y el porcentaje relativo de mentol y 

mentona, disminuyendo al mismo tiempo la presencia de los monoterpenos no 

deseados. 

El análisis multivariado de componentes principales demostró que la producción de 

AIA por parte de las cepas nativas estudiadas, se encuentra íntimamente relacionada 

con el número de tricomas glandulares y el contenido de mentol y mentona en la 

composición general de AB de menta luego de la inoculación de plantas de M 

piperita con las mismas. 
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Capítulo 9: Perspectivas futuras. 

El trabajo realizado deja planteadas numerosas preguntas de carácter básico 

sobre los mecanismos a través de los cuales las bacterias promueven el crecimiento de 

las plantas de M piperita, utilizado en este caso como planta aromática modelo. Entre 

los aspectos a elucidar se considera necesario: 

411 Esclarecer la región de ingreso de los compuestos orgánicos volátiles 

microbianos a las plantas de menta, es decir si esto ocurre a través de la raíz o 

directamente de hoja mediante los estomas. 

• Estudiar el efecto de inoculación directa en suelo de filtrados de VOCs 

producidos por cepas nativas fluorescentes con actividad de promoción del 

crecimiento, a fin de poder evitar las dificultades encontradas en cultivos in 

vitro, y así lograr analizar la influencia de VOCs en condiciones naturales sobre 

el metabolismo vegetal. 

* Determinar la influencia de VOCs producidos por cepas nativas sobre la 

actividad enzimática de la vía de biosíntesis de monoterpenos. 

• Analizar los posibles mecanismos de transducción de señal desencadenados en 

la planta cuando ésta se encuentra en contacto con VOCs bacterianos que 

producen un aumento de la síntesis de monoterpenos. 
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Anexo I Medios de Cultivo 

Anexo 1: Medios de Cultivo. 

Medio I ,uria_Bertani (LB) (Luna y Burrous, 1955). 

NaC1 5g 

Extracto de levadura 5g 

Tripteina lOg 

Agua destilada csp 1000m1 

Medio KinE B (King y col., 1954). 

Peptona 20g 

Glicerol 10m1 

K2HPO4 1,5g 

MgSO4 x 7H20 1,5g 

Agar 15g 

Agua destilada csp 1000m1 

Ajustar pH 7,2 ± 0,2. 

Medio Murashice-Skooe modificado <MS). 

Macronutrientes (Murashige y Skoog, 1962): 

NH4NO3 1650mg 

KNO3 1900mg 

MgSO4 x 71120 370mg 

KH2PO4 170mg 

CaC12x 2H20 440mg 

Na2EDTA 37,3mg 

FeSO4 x 7H20 27,8mg 

Micronutrientes (Murashige y Skoog, 1962): 

113B03 6,2mg 

MnSO4 x 41120 15,17mg 

ZnSO4 x 4H20 6,98mg 

Na2Mo04 x 21120 0,25mg 

CuSO4 x 1120 0,016mg 

CoC12 x 61120 0,025mg 

IK 0,83 mg 
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Vitaminas: 

Myo-inositol 100mg 

Tiamina-C1H 0,1mg 

Piridoxina-C1H 0,5mg 

Acido nicotínico 0,5mg 

Glicina 2mg 

Hormonas: 

Acido naftalen acético (ANA) 0,01mg 

Otros compuestos: 

Biotina 0,01mg 

Sacarosa 30g 

Agar 7g 

Agua bidestilada csp 1000m1 

Ajustar pH 5,6-5,8. 

Medio Hoagland (Hoagland y Arnon, 1938). 

CaCl2 1M lml 

KC1 1M lml 

MgS041M 400111 

KH2PO4 1M 200 µ1 

FeCl3 1M 200 µ1 

KNO3 1M 500111 

Micronutrientes 200µ.1 

Agar 1,5g 

Agua destilada csp 1000m1 

Micronutrientes:

113B03 283mg 

MnC12 181mg 

ZnC12 o ZnSO4 llmg 

CuSO4 5mg 
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Na2SO4 

Agua destilada 

2,5mg 

csp 100m1 

Medio King A (King y col., 1954). 

Peptona de gelatina 20g 

Glicerol 10m1 

MgCl2 1,4g 

K2SO4 lOg 

Agar 15g 

Agua destilada csp 1000m1 

Ajustar pH 7,2 ± 0,2. 

Tween 80 Asar (Sierra 1957). 

Agar Nutritivo 31g 

Tween® 80 13'o 

CaCl2 x 2H20 0,1% 

Agua destilada csp 1000m1 

Esterilizar en autoclave y antes agregar el TweenC80 antes de plaquear. 

Starch Asar (Gordon y Mihm 1956). 

Peptona 5g 

Extracto de carne 3g 

Almidón soluble 2g 

Agar 15g 

Agua destilada csp 1000m1 

Ajustar pH 7,2 ± 0,2. 

Disolver hasta ebullición, luego agregar almidón y calentar por 3-4 minutos 

hasta obtener su disolución. Enfriar y esterilizar. Revelar con Lugol. 

Lugol 

Iodo I g 

IK 2g 

Agua destilada csp 300m1 
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Skim Milk Agar (Salisbury y Lykos 1972). 

1. Leche descremada 

Agua destilada 

2. Agar 

Agua destilada 

lOg 

csp 100m1 

2g 

csp 100m1 

Autoclavar las dos soluciones por separado. Luego calentarlas a 45°C, mezclar y 

distribuir en placas de Petri. 

Gelatin Azar (Medina y Baresi 2007). 

Triptic Soy Agar 

Gelatina bacteriológica 

Agua destilada 

40g 

16g 

csp 1000m1 

E2z-vo/k Mar (Sneath 1956). 

Agar Nutritivo 

250m1 solución fisiológica + 1 yema de huevo 

Agua destilada 

Medio CAS Agar (Schwyn y Neilands, 1987). 

Pipes buffer 

Triptofano 1% 

Triptona 

Agar 

Agua bidestilada 

pH = 6,8. 

Autoclavar y agregar estas 

MM9 (10X) 

CAS (10X) 

Glucosa 20% 

MgSO4 x 7H20 1M 

CaCl2 1M 

30,24g 

3m1 

160mg 

15g 

csp 750m1 

soluciones esteriles: 

100m1 

100m1 

10m1 

2m1 

0,1m1 

31g 

100m1 

csp 1000m1 

Las soluciones se esterilizan por filtración, con filtro 0,411m. 

MM9 (10X). 

Na21-1PO4 60g 
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KH2PO4 3g 

NaC1 0,5g 

NH4C1 1g 

Agua bidestilada csp 1000m1 

CAS (10X). 

Cromo Azurol S 60,5mg (1) 

FeCl3 x 6H20 (1mM, 10mM HC1) 10m1 (2) 

HTMDA 72,9mg (3) 

Agua bidestilada csp 100m1 

Disolver la solución (1) en agua, luego agregar la solución (2). Disolver la 

solución (3) en agua y luego agregar a las primeras dos soluciones. Autoclavar. 

La positividad está dada por la aparición de un halo anaranjado alrededor de la 

colonia. 

Medio M9 (Maniatis y col., 1982). 

Base mineral. 

Na2HPO4 6g 

KH2PO4 3g 

NaC1 0,5g 

NH4C1 lg 

Agua bidestilada csp 500m1 

Agar 15g 

Agua bidestilada csp 500m1 

Autoclavar. Cuando se enfrían (aprox. 60°C), se mezclan 

siguientes soluciones: 

MgSO4 x 7H20 (I M) 2m1 

CaC12 1M 0,1m1 

Glucosa 20% 20m1 

Pikovskaya Azar (Naik y col., 2008). 

Extracto de levadura 500g 

Dextrosa lOg 

Ca3(PO4)2 5g 

(NH4)2SO4 500mg 

Y se añaden las 
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KCI 200mg 

MgSO4 x 7H20 100mg 

MnSO4 x H20 0,1mg 

FeSO4 x 7H20 0,1mg 

Agar 15g 

Agua bidestilada csp 1000m1 

La positividad está dada por la aparición de un halo trasparente alrededor de la 

colonia. 

Medio LBTD4 (Bric y col., 1991) 

Extracto de levadura 5g 

NaCl 5g 

Tripteina lOg 

L-Triptofano 5mM 

SDS 0,06% 

Glicerol 1% 

Agua destilada csp 1000m1 

Solución de Salkowski (Bric y col., 1991) 

FeC13 0,5M 

HC104

2% 

35% 

Medio minimo con alto contenido de fosfato (MMF) (Lisa y col., 1984). 

KH2PO4 22mM 

Na2HPO4 17 mM 

NaCl 8,5 mM 

MgSO4 0,8 mM 

Succinato de Sodio 20mM 

NH4C1 20mM 
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Anexo II Identificación de mVOC 

Anexo II —Identificación de mVOCs. 
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Fig. II.!. Identificación del compuesto acetoina (T.R. 6,02) presente en el conjunto de VOCs de la cepa 

GB03. A.- Perfil de fragmentación. B.- Identificación NIST. 
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Fig. 11.2. Identificación del compuesto 2,3-butanediol (T.R. 7,72) presente en el conjunto de VOCs de la 

cepa GB03. A.- Perfil de fragmentación. B.- Identificación NIST. 
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Fig. 11.3. Identificación del compuesto volátil correspondiente al T.R. 3,27, típico del género 

Pseudomonas. A.- Perfil de fragmentación. B.- Identificación NIST. 
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Other Des: Nono 
Comment: ORIGINALNO: 2_4806, WILEYID: 143697; 01=778, 
Wiley & Sons. Inc. AB Rights Reserved 
10 largest pe-aks: 

9991 451i70 79 827 1 46 389 1 47 2791 
t',1 188 1 64 156 1 481381 96120? 81 851 

Synonyms: 
1.(METHYLDISULFANYL)METHANE # 

Fig. 11.4. Identificación del compuesto volátil correspondiente al T.R. 6,62, típico del género 

Pseudomonas. A.- Perfil de fragmentación. B.- Identificación NIST. 
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Anexo II Identificación de mVOC 

T.R. 14,05 
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Name: 1-UNDECENE 
Formula CiiH 
MW- 154 CASO- $21-95-4 !DI 38988 Q voiley8 
Gibes OBs_ None 
Cornment: ORIGINALNO: 2_44132: WILEYID: 183023: Q1=894, 
John1Niley & Sons, Inc. MI Rights Reservad 
10 largest peak,: 

1 ' 9991 438351 556981 565801 705171 
' 438 1 69 436 1 39 399 1 83 3301 42 3141 

Synonyms: 
1.UNDEC- 1-ENE 

Fig. 11.5. Identificación del compuesto volátil correspondiente al T.R. 14,05, típico del género 

Pseudomonas. A.- Perfil de fragmentación. B.- Identificación NIST. 
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Name: Octanenitrile 
Formula: Cp,HisN 
MW: 125 CASSt: 124-12-9 NISTIt 70917 jQj 10120 DB: replib 
Other DBs: Fine, TSCA. RTECS, HODOC, NIH, E1NECS 
Contributor: RADIAN CORP 
10 largest maks: 

,ji29991 416291 964531 544061 833821 
059 355 I 55 349 1 39 2401 43 235 1 97 198 1 

Synonyms: 
1.Arneel 8 
2.Caprylnitrile 

Fig. 11.6. Identificación del compuesto volátil correspondiente al T.R. 13,89 típico de la cepa SJ25. A.-

Perfil de fragmentación. B.- Identificación NIST. 
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Anexo II Identificación de mVOC 

T.R. 15,54 
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Name: 2-ISONONENAL 
Formula: C911160 
MW 140 CAS#: 53966-58-8 101t. 26182 DB: wi1ey8 
Other DBs: Nene 
Comment: ORIGINALNO: 2_29496; W1LEYID: 168387: Q1=1399. 
(C) 2006 John Wiley & Sons, Inc. AH Rights Reservad 
10 largest oeaks: 

289991 3831 441181 1/ 1051 43 881 
41 801 751 27 751 ',)(1 631 39 831 

Svnonvms: 
1.BRANCHED CHAJN 2-NONENAL 

¶73 83 95 111 128 140 

60 70 80 90 190 110 120 130 14-V75-0 

Fig. 11.7. Identificación del compuesto volátil correspondiente al T.R. 15,54 típico de la cepa SJ25. A.-

Perfil de fragmentación. B.- Identificación NIST. 
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