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Resumen 

El tratamiento de semillas con bacterias promotoras del crecimiento vegetal es una de las 

estrategias principales para incorporar microorganismos benéficos en los ecosistemas 

agrícolas, especialmente en cultivos bajo manejo extensivo como el maíz, el trigo y la soja. 

En las últimas décadas, este tipo de prácticas ha crecido enormemente como alternativa 

sostenible frente a otros manejos más tradicionales, que implican el uso de agroquímicos. 

Entre los microorganismos promotores del crecimiento vegetal que habitan los suelos, se 

encuentran las bacterias del género Pseudomonas. Algunas especies dentro del género son 

capaces de promover y mejorar el desarrollo de las plantas mediante la producción de 

metabolitos secundarios, lo que las convierte en interesantes candidatas para el desarrollo 

de nuevos bioinsumos agrícolas.  

Esta tesis se centra en el estudio de 6 aislamientos autóctonos del género Pseudomonas 

provenientes de lotes agrícolas de la Pampa Húmeda Argentina, caracterizados de acuerdo 

a su capacidad antagonista de hongos fitopatógenos in vitro. Con el objetivo de evaluar el 

desempeño de cada uno de ellos como inoculantes en cultivos extensivos, en primer lugar, 

llevamos a cabo un estudio de supervivencia en semillas de maíz, trigo y soja, mediante 

recuentos selectivos en placa. Luego, analizamos el patrón de colonización radicular de 

cada aislamiento por microscopía confocal de fluorescencia en condiciones axénicas. Por 

último, analizamos la competitividad rizosférica en invernáculo utilizando suelo como 

sustrato.   

Los resultados indican que los niveles de bacterización y la capacidad de persistir en 

semillas pre-inoculadas son propiedades específicas de cada combinación bacteria-semilla, 

al igual que el efecto de la adición de protectores. Los aislamientos, que mostraron distintos 

patrones de colonización en los ensayos de microscopía, se detectaron en la rizósfera en 

cantidades que correlacionaron con el grado de bacterización de las semillas. En la mayoría 
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de los casos, la mayor ocupación rizosférica se vinculó con una mayor eficiencia en la 

promoción del crecimiento.  

Aunque suele aceptarse que bacterias de un mismo género presentan comportamientos 

similares al ser empleadas como inoculantes, nuestros resultados destacan la importancia 

de optimizar el tratamiento de bacterización para cada sistema planta-bacteria, incluyendo 

la selección de los compuestos protectores más adecuados para cada caso.   
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Introducción 

1.1 El suelo  

El suelo se define como un cuerpo natural compuesto por sólidos, líquidos y gases 

que ocupa la superficie terrestre, y se caracteriza por la presencia de horizontes o capas 

que se dis�nguen del material rocoso original como resultado de adiciones, pérdidas y 

transformaciones de materia y energía, y/o por la habilidad de soportar el crecimiento 

de las plantas [1]. Considerado uno de los hábitats más complejos y dinámicos del 

planeta, su evolución constante se debe a la interacción de múl�ples factores como el 

clima, la topogra�a, el material parental del cual proviene y la ac�vidad de los 

organismos vivos que lo habitan [2]. Esta variabilidad en sus propiedades químicas, 

�sicas e incluso biológicas ha llevado a que los habitantes de este ecosistema desarrollen 

múl�ples mecanismos de adaptación para enfrentar, por ejemplo, condiciones 

cambiantes de humedad, temperatura y disponibilidad de nutrientes, con el fin de 

garan�zar su supervivencia [3], [4].  

La matriz del suelo está cons�tuida por 3 fases. La fracción sólida comprende el 

material orgánico y mineral, cuya disposición permite la formación de poros y espacios 

libres en la matriz, que serán ocupados por las otras dos fases presentes: agua con iones 

solubles o en suspensión y/o aire [3], [5]. Las proporciones rela�vas de las 3 fases varían 

espacial y temporalmente, y dependen del clima, la vegetación y las diferentes 

ac�vidades humanas [5]. Estas úl�mas dan lugar a los llamados suelos antropogénicos o 

antrosoles, suelos naturales que han sido altamente influenciados y modificados por las 

prác�cas humanas [6]. Se sabe que los suelos desarrollados están estructurados en 

varias capas, aproximadamente paralelas a la superficie, conocidas como horizontes, 

que difieren entre sí por su textura, color, estructura y otras propiedades dis�n�vas [7]. 

En la base de cualquier perfil de suelo se encuentra la roca madre o material parental, 

que es el �po de formación geológica a par�r de la cual se ha desarrollado el suelo 

superior [3]. Usualmente, la composición de la fracción mineral está relacionada con el 

�po y la can�dad de minerales presentes en la roca madre, aunque estos pueden sufrir 

modificaciones químicas y �sicas posteriores diferenciándose ampliamente del material 

de par�da [8]. La zona inmediatamente superior a la roca madre se conoce como 

horizonte C, cons�tuido por material rocoso parcialmente erosionado y con una muy 
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baja ac�vidad microbiana, debido a la escasez de materia orgánica y oxígeno [3], [7]. Por 

encima de este se encuentra el horizonte B, que comprende la zona de iluviación o 

acumulación de carbonatos, silicatos, óxidos de aluminio y de hierro, así como también 

de una baja can�dad de compuestos orgánicos y otros minerales que son arrastrados 

desde las capas superiores por acción del agua. Dado que el horizonte B posee 

�picamente una baja can�dad de materia orgánica, presenta escasa ac�vidad biológica 

[3]. El horizonte más enriquecido en materia orgánica es el horizonte A, que se ubica 

cerca de la superficie, y es el punto de par�da donde ocurren los fenómenos de interés 

para esta tesis. En este horizonte la estructura de la roca madre original ha sido alterada 

completamente por los procesos de formación del suelo [4], [9]. Presenta un color 

oscuro por la acumulación de materia orgánica mezclada con la fracción mineral, y es la 

capa del suelo en la que se establecen las raíces de las plantas y donde los organismos 

son más ac�vos [7], [9]. Además, es el más impactado por la ac�vidad humana [8]. Por 

úl�mo, el horizonte O cons�tuye la capa más externa, compuesta principalmente por 

materia orgánica en descomposición, como restos de plantas y/o residuos de origen 

animal [3]. Este horizonte no siempre está presente, y es más relevante en ecosistemas 

boscosos [7]. 

Como consecuencia de los procesos de erosión de las rocas, las par�culas 

minerales pueden presentar diferentes tamaños, considerándose estrictamente como 

suelo aquellas menores a 2 mm independientemente de su naturaleza [1], [2]. Estas 

par�culas se clasifican según su tamaño en arena (2 mm a 50 µm), limo (50 µm a 2 µm) 

y arcilla (< 2 µm), y la proporción de cada una define la textura de un suelo [2]. La textura 

está ín�mamente relacionada con la capacidad de retención de agua, la cual influye 

directamente en la ac�vidad biológica del suelo [3]. Por ejemplo, si se compara una 

misma unidad de volumen, las par�culas más pequeñas presentan mayor área 

superficial expuesta y menor porosidad, lo cual se traduce en una mayor retención de 

agua y, por ende, en la creación de ambientes más anaeróbicos. Contrariamente, los 

suelos arenosos presentan menor área superficial expuesta y un mayor flujo de agua a 

través de poros de mayor tamaño, siendo incapaces de retener agua y generando suelos 

áridos [2]. Los suelos que con�enen una mezcla equilibrada de los tres �pos de par�culas 

y un buen balance en la proporción agua/aire son los suelos más fér�les. Estos suelos se 
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denominan francos, y sus condiciones favorecen el desarrollo de los sistemas radiculares 

de las plantas y el metabolismo aeróbico [7].  

Las par�culas de arena, limo y arcilla, generalmente no permanecen como 

par�culas individuales en el suelo, sino que se unen entre sí para formar unidades 

estructurales llamadas agregados, que se componen por la combinación de las 

par�culas minerales con sustancias orgánicas e inorgánicas. Estos agregados suelen 

clasificarse por su tamaño en macroagregados (> 250 µm) y microagregados (< 250 µm), 

creando una matriz porosa que define la estructura de un suelo. Mientras que la 

formación de agregados favorece la infiltración del agua, la aireación y facilita la 

penetración de las raíces, la pérdida de la estructura del suelo es considerada una forma 

de degradación, y en general se asocia a las prác�cas agrícolas tradicionales [10], [11]. 

Otro factor determinante en los suelos es su contenido de materia orgánica (SOM, 

por sus siglas en inglés Soil Organic Matter). Esta puede ser definida como una mezcla 

heterogénea de productos “no vivientes” generados por la transformación biológica y 

química de los desechos orgánicos. Estas transformaciones, que forman parte del 

llamado proceso de humificación, dan lugar al humus: una mezcla de sustancias 

carbonadas que presentan alta estabilidad y resistencia a la degradación [12]. Además 

del humus, otros autores incluyen dentro de la SOM a los restos de animales y plantas 

en diversos estadios de descomposición, y a la biomasa microbiana que par�cipa en 

dicho proceso [7], [13]. Si bien esta úl�ma representa solo el 5% de la SOM, las bacterias, 

hongos, protozoos y nematodos son actores claves en los procesos de transformación 

de la misma (mineralización, humificación y fermentación), además de intervenir en la 

provisión de nutrientes para las plantas y par�cipar en la estabilización de la estructura 

del suelo [14]. Debido a que las plantas son la principal fuente de materia orgánica en 

los suelos, los polisacáridos (principalmente celulosa y hemicelulosa) y la lignina son los 

compuestos orgánicos más abundantes incorporados a par�r de la hojarasca. Otros 

biopolímeros, como proteínas, taninos, poliésteres (como cu�na y suberina), porfirinas 

(como la clorofila) y moléculas más pequeñas, como aminoácidos, terpenos, ácidos 

grasos también están presentes, producto de la transformación de la SOM. Una fracción 

de estos compuestos sufrirán modificaciones posteriores, como polimerizaciones y 

condensaciones, formando una mezcla compleja de sustancias húmicas de carácter 
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aromá�co y peso molecular variable, que con�enen los grupos funcionales principales 

(carboxilo, hidroxilo, etc.) [14].  

El contenido de materia orgánica de un suelo es fundamental para mejorar su 

fer�lidad, ya que esta interviene en la retención de agua, en la absorción de radiación 

solar, en la retención de nutrientes (gracias a sus propiedades de intercambio de iones) 

y en la liberación de los mismos como resultado de procesos degrada�vos. Además, 

como hemos mencionado, la SOM posee un papel importante en la formación y 

estabilización de la estructura del suelo [12]. Por todo esto, la can�dad de SOM está 

directamente relacionada con la calidad de un suelo, término definido por la Sociedad 

Americana de Ciencias del Suelo como la capacidad del mismo para funcionar dentro de 

un ecosistema, sustentar la produc�vidad vegetal y animal, mantener y/o mejorar la 

calidad del aire y el agua, y promover la salud de las plantas y animales [15]. Mientras 

que el término calidad está generalmente asociado con la ap�tud de un suelo para un 

uso específico [15], el concepto de salud del suelo se u�liza de manera mucho más 

amplia, e incluye el rol del mismo en el mantenimiento de la calidad del agua, la salud 

humana, la mi�gación del cambio climá�co, así como también la importancia de la 

conservación de su biodiversidad y manejo sustentable [16]. 

 

1.2 La biología del suelo 

Las comunidades biológicas en el suelo están compuestas tanto por numerosas 

especies de animales como por microorganismos y, en conjunto, su diversidad es varios 

órdenes de magnitud mayor que la que se encuentra por encima de la superficie. Los 

animales que habitan este ecosistema se clasifican según su tamaño en macrofauna 

(mayor a 2 mm), mesofauna (de 0,1 a 2 mm), y microfauna (menores a 0,1 mm) [17]. 

Entre los integrantes de la macrofauna se incluyen las lombrices, hormigas, termitas y 

milpiés, capaces de generar sus propios espacios en la matriz del suelo a través de 

procesos de excavación, alterando la estructura �sica del mismo. Dentro de la 

mesofauna se destacan los ácaros, colémbolos y pequeños insectos, que se ubican en 

los poros de la matriz y son los encargados de fragmentar la hojarasca en 

descomposición, mejorando su disponibilidad para los microorganismos. Por su parte, 

los animales más pequeños que cons�tuyen la microfauna, como los protozoos, ro�feros 
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y pequeños nematodos, se ubican en películas de agua, y generalmente se alimentan de 

raíces y de otros microorganismos [4].  

Si consideramos el número de especies, la mayor parte de la diversidad biológica 

del suelo está compuesta por cientos o miles de especies de hongos y bacterias que, 

junto con arqueas, virus, pro�stas y otros eucariotas, cons�tuyen el microbioma del 

suelo [17], [18]. Este término, u�lizado por primera vez en 1988, hace referencia a una 

comunidad microbiana que ocupa un hábitat bien definido, con propiedades 

fisicoquímicas dis�n�vas [19].  

Los poros y canales generados por la disposición de los agregados en la matriz del 

suelo, las raíces de las plantas, y los animales, proporcionan un hábitat natural para los 

microorganismos, que mayormente se adhieren a la superficie de las par�culas 

formando microcolonias, aunque aquellos de vida libre pueden ser transportados por el 

agua que se mueve a través de dichos poros (Figura 1) [20], [21]. Si bien la microbiota se 

distribuye a lo largo de todo el perfil del suelo, es más abundante en los horizontes 

cercanos a la superficie y en el suelo circundante a las raíces de las plantas, comúnmente 

denominado rizósfera. En esta zona, la diversidad taxonómica y funcional de los 

microorganismos está influenciada por las raíces de las plantas, que modifican 

localmente la química del suelo al secretar y absorber nutrientes. Por ende, la 

abundancia y la diversidad microbiana es más alta en los primeros 10 cm de suelo, y 

disminuye con la profundidad [20]. Incluso, se sabe que la composición de la comunidad 

bacteriana en los horizontes superficiales es mucho más variable, mientras que en los 

horizontes más profundos es rela�vamente similar [22].  

El creciente interés por la diversidad biológica de los suelos de las úl�mas décadas 

proviene del reconocimiento de que los organismos que lo habitan regulan procesos 

ecológicos cruciales, y que la retroalimentación entre las comunidades de la superficie y 

las subterráneas desempeña un papel fundamental en la regulación del ecosistema [17]. 

En este sen�do, los microorganismos del suelo son capaces de sustentar y regular 

diversos servicios ecosistémicos, concepto que hace referencia a los beneficios que las 

poblaciones humanas ob�enen de manera directa o indirecta, a par�r de las funciones 

de los ecosistemas [23]. La microbiota del suelo par�cipa en los ciclos de elementos 

como del carbono, nitrógeno y fósforo, en la producción de materia orgánica, la 

mineralización y detoxificación de sustancias, la biosíntesis de compuestos 
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an�microbianos y la solubilización de nutrientes que son aprovechados por las plantas 

[20]. De hecho, la produc�vidad de los agroecosistemas está ín�mamente relacionada 

con el microbioma del suelo. Por ejemplo, se es�ma que los hongos micorrícicos y las 

bacterias fijadoras de nitrógeno son responsables de entre el 5-20% del nitrógeno total 

adquirido anualmente por las plantas en pas�zales, y de hasta un 80% en bosques 

templados y boreales [24]. 

La estructura de las comunidades microbianas del suelo es afectada por diversos 

factores, entre los cuales se encuentran el �po de suelo y sus caracterís�cas (salinidad, 

pH, contenido de nutrientes), la vegetación presente, la historia del uso del suelo y las 

prác�cas agrícolas [25], [26], [27]. La disponibilidad de agua, la temperatura, los cambios 

climá�cos y estacionales, y el uso de fer�lizantes químicos también son factores que 

alteran la abundancia rela�va y la diversidad de los microorganismos presentes [28], 

[29]. 

Las bacterias y los hongos son generalmente los microorganismos dominantes en 

el suelo. Estos grupos suelen aportar entre 102 y 104 veces más biomasa que los otros  

Figura 1. Un agregado de suelo �pico. Las par�culas de arena, limo y arcilla, permanecen unidas entre 
sí gracias a la materia orgánica, los microorganismos y otros compuestos inorgánicos precipitados. 
Nótese que los agregados ofrecen diversos microhábitats para los microorganismos a lo largo de 
distancias muy pequeñas. Adaptado de [30]. 
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componentes principales del microbioma (pro�stas, arqueas y virus) [18]. 

Par�cularmente, se es�ma que un gramo de suelo puede contener hasta 1010 bacterias 

[23]. Si bien la abundancia de los principales filos bacterianos varía de acuerdo al �po de 

suelo, los miembros de los grupos Proteobacteria, Acidobacteria y Ac�nobacteria están 

ampliamente distribuidos y usualmente son los más abundantes. Por el contrario, los 

miembros de los grupos Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Firmicutes, Chloroflexi, 

Planctomycetes y Gemma�monadetes son menos prevalentes [20]. Dentro del subgrupo 

de las γ-Proteobacterias está incluido el género Pseudomonas, del que hablaremos más 

adelante. 

 

1.3 La rizósfera 

El término “rizósfera” fue introducido por primera vez en 1904 por el cien�fico 

alemán Lorenz Hiltner, quien propuso que la nutrición de las plantas está influenciada 

por los microorganismos presentes en las proximidades de la raíz, y que los exudados 

atraen no solo bacterias beneficiosas sino también "invitados no deseados". Hiltner 

observó células bacterianas en el interior de raíces sanas y, en analogía con los 

simbiontes fúngicos, nombró a la comunidad bacteriana estrechamente asociada con las 

raíces como "bacteriorriza". Basado en sus observaciones, hipote�zó que “la resistencia 

de las plantas frente a la patogénesis depende de la composición de la microflora de la 

rizósfera” [31].  La rizósfera se define entonces como la porción de suelo alrededor de 

las raíces de las plantas que está influenciado por la ac�vidad de las mismas. Esta zona 

supone un ambiente único, que se diferencia del suelo “libre” de raíces. Los cambios en 

las propiedades químicas y �sicas del suelo en la rizósfera surgen a par�r de procesos en 

los que las raíces son directamente responsables, en conjunto con las ac�vidades de 

microorganismos que se es�mulan en su cercanía como consecuencia de la liberación 

de exudados, también llamado rizodeposición [32]. Este fenómeno, en el que la 

abundancia de las comunidades microbianas alrededor de las raíces es mucho mayor 

que en el suelo libre, es conocido como efecto rizosférico [19].  

La rizósfera actualmente se divide en tres zonas, las cuales se definen según su 

proximidad rela�va a la raíz y, por lo tanto, el grado de influencia de la misma (Figura 2). 

La endorrizósfera incluye parte del córtex y la endodermis de la raíz, donde los 

microorganismos pueden ocupar el "espacio libre" entre las células o espacio 
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apoplás�co. El rizoplano es la zona adyacente a la raíz que incluye la epidermis y el 

mucílago, una sustancia producida principalmente en la zona apical, que forma una capa 

superficial y protege a las células vegetales. La zona más externa es la ectorrizósfera, 

también llamada suelo rizosférico, que se ex�ende desde el rizoplano hacia el suelo 

circundante. Dada la complejidad y diversidad de los sistemas radiculares, la rizósfera no 

es una región de tamaño completamente definido, sino que consiste en un gradiente de 

propiedades químicas, biológicas y �sicas que cambian tanto radial como 

longitudinalmente a lo largo de la raíz [33], [34]. Las raíces normalmente crecen en los 

poros mayores a 10 µm que con�enen aire. Las propiedades del suelo afectan el 

diámetro y la distribución de las raíces, el patrón de ramificación de las raíces laterales y 

los pelos radiculares, que son extensiones a par�r de las células epidérmicas de la raíz 

involucradas en la absorción de nutrientes [34]. 

 

 

Figura 2. Representación 
esquemá�ca de una raíz 
colonizada por bacterias 
(óvalos coloreados). Se 
muestran las tres zonas 
que componen la 
rizósfera: la ectorrizósfera, 
el rizoplano y la 
endorrizósfera. Adaptado 
de [35].  
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Como hemos mencionado, la rizósfera se considera un punto crí�co o hot spot para 

las interacciones microbianas, ya que el carbono fijado por las plantas y liberado a través 

de las raíces es una importante fuente de nutrientes para los microorganismos [36]. De 

hecho, las plantas depositan en la rizósfera entre el 10 y el 44% del carbono fijado 

fotosinté�camente [19]. Se ha visto que las plantas pueden moldear el microbioma de 

los suelos a través de sus exudados, entre los que se incluyen diversos compuestos como 

azúcares, aminoácidos, flavonoides, ácidos orgánicos, proteínas y ácidos grasos [26]. Las 

sustancias no solo son u�lizadas como nutrientes, sino que algunas actúan como 

compuestos an�microbianos, permi�endo la selección de poblaciones de 

microorganismos específicas [37]. Incluso, otras moléculas depositadas en la rizósfera 

intervienen en la comunicación raíz-microorganismo y entre raíces [38]. 

Los grupos presentes en la rizósfera incluyen bacterias, hongos, nematodos, 

protozoos, algas y microartópodos. Si bien algunos miembros de esta comunidad �enen 

un efecto neutral sobre las plantas, otros pueden ejercer efectos perjudiciales o 

benéficos. Mientras que los hongos y las bacterias pueden actuar de ambas formas, los 

oomicetes y nematodos en general afectan nega�vamente el crecimiento y la salud de 

las plantas. Por su parte, las endo y ectomicorrizas pertenecen al grupo de 

microorganismos benéficos [36].  

Es posible medir el efecto rizosférico para una planta par�cular y una población de 

interés teniendo en cuenta el número de microorganismos de dicha población presentes 

en la rizósfera (R) y en el suelo libre (S). La proporción R:S indica la magnitud del efecto 

rizosférico sobre ese organismo y, por lo tanto, está relacionado ín�mamente con su 

competencia rizosférica, entendida como la habilidad de colonizar la rizósfera de una 

planta. Entonces, un microorganismo con una relación R:S alta indica que este es capaz 

de alcanzar una buena colonización de las raíces, condición deseable al momento de 

desarrollar un inoculante [34]. 

 

1.4 Interacciones planta-microorganismo 

En lugar de ser consideradas como en�dades autónomas, actualmente las plantas 

son entendidas como “holobiontes”, término que involucra a la planta propiamente 

dicha y a su microbiota asociada [19]. De hecho, Berendsen y colaboradores se refirieron 

al microbioma de la raíz como el segundo genoma de la planta, abarcando la totalidad 
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de las interacciones de la comunidad rizosférica [39]. Esta comunidad también es 

conocida como rizobioma [40]. 

Como se mencionó anteriormente, el establecimiento de los microorganismos en 

la rizósfera está ligado a la naturaleza de los rizodepósitos, que atraen o repelen 

poblaciones microbianas específicas del suelo libre [40]. Mediante el mecanismo de 

quimiotaxis, los microorganismos son capaces de detectar la presencia de exudados 

radiculares y movilizarse hacia la raíz en respuesta al gradiente de nutrientes [41]. Sin 

embargo, este proceso también puede comenzar con la previa colonización de las 

semillas. En este caso, al momento de iniciar la germinación, los microorganismos 

provenientes del suelo comienzan a ocupar el área alrededor de la semilla o 

espermósfera, aprovechando los exudados liberados durante el proceso de 

germinación. Esta colonización es el paso previo a la ocupación radicular, dado que a 

medida que emerge la radícula, los microorganismos se mueven y se mul�plican gracias 

a su movilidad y al consumo de exudados, respec�vamente, colonizando el nuevo 

órgano en crecimiento [34], [42]. La espermósfera es una zona de intensa compe�ción 

entre los microorganismos del suelo y aquellos presentes en la semilla adquiridos por 

transmisión ver�cal [43]. La transferencia de microorganismos de una generación a la 

siguiente a través de las semillas es fundamental para la cons�tución del rizobioma [44]; 

y, según el mecanismo considerado, los microorganismos pueden disponerse en la 

superficie o en el interior del tejido de la semilla [42]. Si bien tanto la microbiota del 

suelo como aquella que proviene de la semilla par�cipan en el ensamblaje del 

microbioma de la rizósfera [45], existe evidencia de que el microbioma de plantas 

juveniles está altamente influenciado por los microorganismos transmi�dos por la 

semilla, y que éstos serían una fuente de inóculo aún más importante que la proveniente 

del suelo libre [44], [46].  

Como hemos visto, los microorganismos que pretendan habitar la rizósfera, y 

par�cularmente aquellos que quieran ser empleados como inoculantes, deben ser 

competentes para colonizar las raíces de las plantas. Esto significa que deben ser capaces 

de establecerse y sobrevivir en ese entorno, lo que incluye no solo una colonización 

eficiente de la raíz, sino también la competencia con otros microorganismos por el 

consumo de los exudados [47], [48]. Varios mecanismos moleculares y celulares 

contribuyen a este proceso, entre los cuales encontramos aquellos relacionados con la 
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movilidad, la adhesión, la resistencia a dis�ntos estreses y la producción de metabolitos 

secundarios [48]. Los procesos involucrados en la interacción planta-microorganismo 

que cumplen un rol importante durante la colonización rizosférica se resumen en la Tabla 

1. 

Tabla 1. Mecanismos relevantes para una colonización eficiente de la rizósfera 

Mecanismo Características y principales beneficios 

Versatilidad metabólica y 
solubilización de nutrientes 

La capacidad de utilizar diversos exudados liberados por las raíces, 
la producción de sideróforos quelantes de hierro, la solubilización 
de fósforo, la nitrificación y fijación de nitrógeno, son mecanismos 
que favorecen la habilidad de los microorganismos de colonizar y 
competir por los espacios de la raíz.  

Movilidad y quimiotaxis 

Una colonización exitosa requiere de la detección de los exudados 
radiculares y de la movilización de los microorganismos en 
respuesta al gradiente de sustrato, permitiendo que estos se 
acerquen y se adhieran a la raíz. 

Formación de biofilm 
La formación de biofilms bacterianos en las raíces brinda mayor 
resistencia a la desecación y a la predación por otros 
microorganismos, además de mejorar la asimilación de nutrientes. 

Producción de metabolitos 
antimicrobianos 

Los microorganismos son capaces de producir una amplia variedad 
de compuestos antimicrobianos que favorecen la competencia por 
el nicho y los nutrientes en la rizósfera, como la producción de 
enzimas líticas, antibióticos y compuestos volátiles. 

Evasión y supresión del 
sistema inmune de la planta 

La evasión consiste en prevenir la activación del sistema inmune de 
la planta, mientras que la supresión implica eludir el sistema 
inmune de la planta mediante el uso de proteínas efectoras y los 
sistemas de secreción. 

Protección frente a distintos 
estreses oxidativos 

Diferentes estreses abióticos como la salinidad, el pH, las sequías, 
pueden causar daño oxidativo en los microorganismos. Existen 
diferentes mecanismos enzimáticos y no enzimáticos para mitigar 
dichos efectos. 

Información extraída de [41], [47], [48]. 

 

Una bacteria en las proximidades de la raíz o de una semilla puede cambiar de un 

es�lo de vida libre a uno planctónico al adherirse a la superficie de la misma, formar una 

microcolonia y, posteriormente, un biofilm [41]. En los biofilms, las bacterias están 

embebidas en una matriz extracelular compuesta por exopolisacáridos, proteínas, ácidos 

nucleicos y lípidos [47]. Esta disposición incrementa la resistencia a ciertos estreses 

ambientales y compuestos an�microbianos, y brinda protección contra la depredación 

protozoaria, además de que la alta densidad de bacterias promueve la producción de 

metabolitos secundarios que dependen de mecanismos de comunicación intercelular o 
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quorum sensing. Una vez adherido a la superficie, el microorganismo podrá ejercer más 

fácilmente un efecto posi�vo sobre la planta, en el caso de un microorganismo benéfico, 

o nega�vo, si se trata de un patógeno [49]. La adhesión a superficies en bacterias está 

mediada por estructuras llamadas adhesinas, entre las que se incluyen polisacáridos y 

proteínas expresadas en la superficie. Estas estructuras, que promueven la unión tanto 

a una superficie como a otras bacterias, han sido iden�ficadas en el género 

Pseudomonas asociadas a la rizósfera. Entre ellas se encuentran las proteínas de 

adhesión LapA y LapF, la proteína de adhesión MapA y el propio flagelo [41], [49]. LapA 

(por Large adhesion protein) es una adhesina relevante en algunas especies de 

Pseudomonas y, por ejemplo, en P. putida se demostró que cumple un rol clave en la 

adhesión a semillas [50]. 

La colonización microbiana en la superficie de las plantas no es uniforme, sino que 

ocurre en forma de “parches” a lo largo de la raíz, cubriendo entre el 15 y el 40% de la 

superficie [33]. Las zonas más comunes de colonización bacteriana son las uniones entre 

las células epidérmicas de la raíz, los pelos radiculares, las células de la cofia, y las zonas 

de unión con raíces laterales emergentes [49]. 

Como hemos adelantado, el rizobioma interacciona con las raíces de las plantas de 

diversas maneras, que pueden ser clasificadas como benéficas, neutrales o perjudiciales. 

Estas interacciones implican mecanismos complejos que operan en varios niveles de 

comunicación, incluyendo la ac�vación e inac�vación de genes, así como la inducción y 

represión de respuestas ante diferentes señales. Entre los efectos posi�vos sobre la 

planta encontramos el mejoramiento en la germinación de semillas y vigor de las 

plántulas, la promoción del crecimiento y el aumento en el desarrollo, nutrición y salud 

de las plantas. En contraste, los efectos nega�vos incluyen la aparición de enfermedades 

causadas por bacterias u hongos, el parasi�smo, y la competencia por nutrientes [40]. 

Aquellos microorganismos que colonizan la rizósfera y ejercen efectos posi�vos sobre las 

plantas son comúnmente llamados Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o 

PGPR (del inglés Plant Growth-Promoting Rhizobacteria). Este término fue u�lizado por 

primera vez por Joseph Kloepper en 1980 [51], aunque con la aparición de nuevas 

especies asociadas con esta ac�vidad, incluyendo no solo bacterias sino también 

hongos, el término se ha expandido a microorganismos promotores del crecimiento 

vegetal (PGPM, del inglés Plant Growth Promoting Microorganisms) [52] o microbios 
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beneficiosos para las plantas (PBM, del inglés Plant Beneficial Microbes) [53]. Entre los 

PGPMs más estudiados se incluyen diferentes especies de rizobios, Azospirillum, 

Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia, Trichoderma y Actinobacteria, que se encuentran, 

en general, naturalmente enriquecidos en la rizósfera [54], [55].  

Por otro lado, las interacciones posi�vas que suponen un beneficio tanto para la 

planta como para los microorganismos, pueden a su vez clasificarse en mutualistas o 

coopera�vas. El mutualismo involucra interacciones específicas entre los 

microorganismos y un rango restringido de plantas hospedadoras, como ocurre en la 

simbiosis entre rizobios y plantas leguminosas, la cual implica eventos de señalización a 

nivel molecular altamente específicos que han sido muy caracterizados en la literatura 

[56]. En cambio, las coopera�vas, corresponden a interacciones menos específicas y 

obligatorias, y comprenden a aquellas bacterias que colonizan la superficie de las raíces 

para promover la salud vegetal [57]. Si bien las PGPRs interaccionan con un amplio rango 

de plantas hospedadoras, existe cierto grado de especificidad en este �po de simbiosis 

asocia�va. Incluso, esta especificidad puede alcanzar el nivel de especie. Como vimos, 

entonces, para ejercer un efecto benéfico deben ocurrir una serie de etapas que 

comprenden dis�ntos mecanismos de adaptación tanto para una bacteria par�cular 

(capacidad de responder a un quimioatractante y habilidad metabólica para u�lizarlo 

como nutriente; presencia de estructuras que permitan la adhesión a la superficie 

radicular; expresión de los genes involucrados en las ac�vidades PGPR) como para la 

planta en cues�ón (naturaleza de los exudados; propiedades de la superficie de la raíz; 

respuesta a las ac�vidades de promoción) [58].  

Por otro lado, la promoción del crecimiento de las plantas puede ocurrir por varios 

mecanismos. Mientras que el aumento de la disponibilidad de un nutriente 

(biofer�lización), la producción de fitohormonas (fitoes�mulación) y la degradación de 

compuestos tóxicos (biorremediación) �enen un efecto directo en el crecimiento, la 

fisiología y el desarrollo de las plantas, los mecanismos de biocontrol contribuyen 

indirectamente a la salud de las plantas al alterar el fitness de los microorganismos 

fitopatógenos. Existen varias estrategias de biocontrol reportadas: antagonismo directo 

mediado por la producción de an�microbianos, inducción de la Resistencia Sistémica 

inducida (ISR, del inglés Induced Systemic Resistance) de las plantas a través de elicitores, 

competencia por nicho y nutrientes, parasi�smo de patógenos o interferencia de los 
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sistemas de comunicación celular de patógenos (por ejemplo, quorum quenching) [54], 

[59]. Los microorganismos biocontroladores contribuyen a la formación de los llamados 

suelos supresivos, donde plantas suscep�bles a ciertas enfermedades se encuentran 

protegidas a pesar de que los patógenos causantes de esas enfermedades están 

presentes en el suelo, ya que su ac�vidad o virulencia se encuentra disminuida o 

suprimida por la presencia de altas densidades de microorganismos antagonistas [60].  

 

1.5 El género Pseudomonas en el suelo 

El género Pseudomonas abarca uno de los grupos más prolíficos y heterogéneos 

dentro de la subclase γ-Proteobacteria [61], cuyos miembros habitan ambientes muy 

diferentes en todo el mundo, principalmente por su adaptabilidad fisiológica y gené�ca 

[62]. Una de las caracterís�cas que favoreció la distribución global de este género es su 

capacidad para interactuar ín�mamente con eucariotas (insectos, animales y plantas), 

contribuyendo generalmente a su salud o enfermedad [63], [64], [65].  

El término Pseudomonas fue acuñado en 1894 por el botánico alemán W. Migula. 

Migula nunca esclareció la e�mología de la palabra “Pseudomonas”, pero 

posteriormente algunos taxónomos sugirieron que podría derivar del griego pseudo 

(“falso”) y monás (“una sola unidad”), significando “falsa unidad”. Si bien no fue posible 

establecer la razón del uso de esa palabra, actualmente se cree que el término fue 

u�lizado por la semejanza de estas bacterias con ciertos nanoflagelados, conocidos en 

ese �empo como Monas, por lo que Migula podría haberse referido a "falsas monas" en 

lugar de "falsa unidad" [66]. Las Pseudomonas son bacilos gram-nega�vos, rectos o 

ligeramente curvos, con un largo promedio de 1,5 μm y un ancho promedio de 0,5 μm, 

no esporulantes y móviles, ya que cuentan con uno o más flagelos de localización polar. 

Son bacterias aeróbicas, aunque en algunos casos pueden u�lizar nitrato como aceptor 

de electrones, y en su mayoría son incapaces de crecer a pH menores a 4,5 [67], [68]. Su 

habilidad para colonizar una amplia variedad de nichos está relacionada con su genoma 

de gran tamaño, el cual varía entre 3,7 Mpb y 7,1 Mpb. La presencia de elementos 

gené�cos móviles como fagos, plásmidos, transposones, islas genómicas, en conjunto 

con la flexibilidad genómica para soportar grandes inversiones, translocaciones y 

recombinaciones, contribuyen a la diversidad metabólica y fisiológica de este género. 

Par�cularmente, el hecho de que sus genomas estén enriquecidos en genes regulatorios, 
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especialmente en los llamados sistemas de dos componentes, podría suponer una 

ventaja para la adquisición de nuevas secuencias por transferencia horizontal, las cuales 

deben ser rápidamente integradas al sistema regulatorio de la célula [62], [69]. 

Las bacterias del género Pseudomonas han estado estrechamente vinculadas al 

concepto de PGPR desde su definición [51]. De hecho, la rizósfera de una gran variedad 

de especies de plantas está enriquecida en bacterias de este género, una caracterís�ca 

que ha sido demostrada tanto por enfoques dependientes como independientes de 

cul�vo [70], [71], [72]. Su capacidad para colonizar este ambiente tan dinámico se debe, 

en parte, a que estas bacterias presentan una amplia versa�lidad para u�lizar diferentes 

fuentes de carbono, ya que la calidad de los exudados radiculares varía según el �po de 

planta, la porción de la raíz considerada y el estadio de crecimiento de la planta en 

cues�ón [73]. Así, las Pseudomonas son atraídas hacia las raíces mediante mecanismos 

de quimiotaxis, donde luego deberán compe�r con otros microorganismos por los 

nutrientes disponibles para alcanzar una buena colonización [63]. Como es esperable, 

en dicho proceso intervienen una amplia variedad de genes [74]. Varios estudios 

demuestran que mutantes que perdieron la ac�vidad de genes relacionados con la 

quimiotaxis o la movilidad reducen su capacidad de colonizar la rizósfera  [75], [76], [77], 

y que mutantes para los genes lap, que codifican para las adhesinas, redujeron su 

capacidad de adhesión a semillas y formación de biofilm  [78]. Por otro lado, mutantes 

de los genes sss y xerD, que codifican para recombinasas involucradas en el mecanismo 

de cambio de fase, también vieron disminuida su capacidad de compe�r en la rizósfera 

frente a las cepas salvajes [79]. El proceso de cambio de fase es muy común durante la 

colonización de raíces en Pseudomonas, y consiste en la diversificación de una población 

bacteriana mediante mutaciones o reorganizaciones reversibles, para mejorar su 

desempeño en ciertas circunstancias [80].  

Del mismo modo que otros microorganismos del suelo, la estructura y abundancia 

de la comunidad de Pseudomonas es afectada por los dis�ntos sistemas de cul�vo, el 

�po de suelo, e incluso por las estaciones climá�cas [81], [82], [83]. Par�cularmente, se 

vio que el monocul�vo produce un descenso en su población [81]. Asimismo, se ha 

demostrado que la rizósfera se enriquece en dis�ntos geno�pos de estas bacterias de 

acuerdo a la especie vegetal presente, aun par�endo del mismo microbioma edáfico 

[84]. Aunque algunas especies dentro del género son fitopatógenas, como P. syringae, 
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existe una amplia variedad de Pseudomonas PGPR con dis�ntos mecanismos de acción, 

tanto directos como indirectos, que contribuyen a mantener de la salud de las plantas 

[63]. Estos mecanismos serán abordados en las siguientes secciones. 

 

1.6 Promoción directa del crecimiento vegetal 

Como hemos visto, los mecanismos directos refieren a aquellas ac�vidades que 

impactan directamente en la promoción del crecimiento de la planta [59]. Entre ellos, la 

biofer�lización está relacionada con la provisión de nutrientes y microelementos por 

parte de los microorganismos, quienes aumentan la disponibilidad y facilitan el acceso a 

dichos compuestos [85]. Por ejemplo, el fósforo es rela�vamente abundante en los 

suelos, aunque el predominio de sus formas insolubles (fosfatos de aluminio, hierro y 

calcio) impide que las plantas lo aprovechen de forma directa [86]. Se ha visto que 

muchas especies de Pseudomonas cumplen un rol importante en la solubilización de 

fosfato, usualmente por la secreción de ácidos orgánicos al medio extracelular, como el 

ácido glucónico y el 2-cetoglucónico [87], [88]. Estos compuestos actúan por desorción 

del P inorgánico de las par�culas de arcilla mediante el intercambio directo, o por 

quelación de los ca�ones presentes en el complejo ca�ón-P [89]. Otras estrategias 

involucran la liberación de fosfatasas, que permiten obtener formas asimilables de P a 

par�r de compuestos orgánicos [90], [91]. Asimismo, en condiciones de hierro 

limitantes, las Pseudomonas son capaces de producir moléculas quelantes del ion férrico 

(Fe+3), conocidas como sideróforos. El hierro es un cofactor esencial para muchas 

enzimas, y, a pesar de ser abundante en el suelo, el ion Fe+3 �ende a precipitar formando 

óxidos, por lo que la presencia de estos quelantes ayudan a mantenerlo en solución. 

Posteriormente, el complejo Fe+3-sideróforo es incorporado mediante receptores 

específicos presentes en la superficie de la bacteria, para luego ser liberado en el 

citoplasma como Fe+2 [59]. Aunque algunas especies de plantas son capaces de 

incorporar los complejos Fe+3-sideróforo bacterianos, el hierro total adquirido por este 

mecanismo es poco significa�vo, por lo que esta estrategia suele estar más relacionada 

con el biocontrol de microorganismos patógenos que presenten mecanismos menos 

eficientes de incorporación de hierro [60], [85]. El sideróforo más caracterizado en 

Pseudomonas es la pioverdina, un pigmento verde-amarillento que fluoresce bajo la luz 

UV [92]. Por otro lado, si bien la fijación biológica del nitrógeno ha sido ampliamente 
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caracterizada en la simbiosis de rizobios con plantas leguminosas, se ha visto que algunas 

especies de Pseudomonas son capaces de llevar a cabo este proceso en vida libre, 

liberando amonio al suelo circundante [93]. Incluso se ha modificado exitosamente la 

cepa de P. protegens Pf-5 con los genes que codifican para la enzima nitrogenasa que, al 

ser u�lizada para inocular plantas de trigo y maíz, logró un incremento en el contenido 

de nitrógeno en hojas y semillas respecto de la cepa Pf-5 salvaje [94], [95].  

La fitoes�mulación en Pseudomonas ocurre por la síntesis y exportación de 

fitohormonas que regulan el crecimiento y desarrollo de las plantas, incluso cuando 

están presentes en concentraciones muy bajas. Muchas Pseudomonas promueven el 

crecimiento directo de las plantas mediante la producción de ácido 3-indolacé�co (AIA), 

una de las auxinas más comunes y estudiadas en literatura, que es�mula la elongación, 

la división y la diferenciación celular [96]. Las bacterias productoras de AIA aumentan la 

longitud de la raíz, resultando en una mayor superficie radicular para adquirir nutrientes 

del suelo [97]. Se han reportado, además, dis�ntas cepas de Pseudomonas productoras 

de otras fitohormonas, como las giberelinas por parte de P. putida H-2-3 [98], y las 

citoquininas por parte de P. fluorescens G20-18 [99]. Por otro lado, varias especies son 

capaces de modular la resistencia a estreses en las plantas, tanto bió�cos como 

abió�cos, mediante la disminución de los niveles de e�leno [100]. Aunque el e�leno es 

una hormona que es�mula la germinación, promueve la formación de raíces y pelos 

radiculares, si su concentración se man�ene en niveles altos la elongación radicular se 

ve inhibida, así como también se inician procesos de senescencia, clorosis y abscisión de 

hojas [59], [96]. La enzima 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) desaminasa 

presente en muchas Pseudomonas hidroliza el precursor del e�leno, resultando en un 

aumento en la colonización, elongación de las raíces y nodulación, y una mayor 

tolerancia a la sequía, estreses salinos o presencia de metales pesados. Se ha visto que 

mutantes para el gen acdS incapaces de expresar esta enzima redujeron su efecto 

protector frente a dis�ntos patógenos in planta [100]. 

Las Pseudomonas son capaces de metabolizar un gran número de compuestos 

orgánicos, entre los que se incluyen hidrocarburos aromá�cos, pes�cidas, herbicidas y 

otros xenobió�cos [101]. Por ejemplo, la cepa P. nitroreducens AR-3 proveniente de un 

suelo contaminado con clorpirifós (un pes�cida organofosforado), fue capaz de degradar 

rápidamente este compuesto en medio mínimo [102]. Otros trabajos han reportado 
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Pseudomonas degradadoras de atrazina, obtenidas a par�r de suelos contaminados con 

este herbicida [103], y de diferentes clorofenoles, como el herbicida 2,4-

diclorofenoxiacé�co (2,4-D) [104]. Estos microorganismos son empleados para remover 

contaminantes en dis�ntas estrategias de biorremediación, siendo u�lizados en algunos 

casos de forma combinada con plantas (fitorremediación), para potenciar la remoción. 

Por ejemplo, la cepa de P. aeruginosa ATCC® 9027 fue empleada en conjunto con plantas 

de alfalfa para degradar hidrocarburos, en un ensayo en microcosmos u�lizando suelo 

contaminado [105]. 

 

1.7 Promoción indirecta del crecimiento vegetal 

Entre los mecanismos indirectos de promoción del crecimiento vegetal, el 

biocontrol por la producción de compuestos an�microbianos es una estrategia que se 

encuentra ampliamente extendida dentro del género Pseudomonas. Estas bacterias son 

capaces de producir una variedad de compuestos que afectan directamente a dis�ntos 

microorganismos patógenos, lo que se conoce también como antagonismo [60]. Muchos 

de estos compuestos provienen del metabolismo secundario, cuya expresión se dispara 

en condiciones limitantes de nutrientes o de alta densidad celular, suponiendo una 

ventaja para la competencia contra otros organismos en un ambiente natural. 

Generalmente, la expresión de estos metabolitos en Pseudomonas está determinada por 

mecanismos de quorum sensing o por mecanismos regulatorios post-transcripcionales, 

como la cascada Gac-Rsm [106]. Entre los metabolitos clásicos con ac�vidad an�bió�ca 

producidos por Pseudomonas se incluyen los lipopép�dos cíclicos, surfactantes capaces 

de perturbar las membranas de hongos y bacterias; los policé�dos, como el 2,4-

diace�lfloroglucinol, que causa daño en las membranas de Pythium spp.; y los pirroles, 

como la pirrolnitrina, un inhibidor de la cadena respiratoria de hongos [60]. Otro grupo 

de an�bió�cos muy estudiados son las fenazinas, moléculas heterocíclicas y 

pigmentadas, que afectan a otras bacterias, hongos y oomicetes. El modo de acción de 

estas moléculas está relacionado con sus propiedades de oxido-reducción, que 

promueven la formación de especies reac�vas del oxígeno, aunque también actúan por 

inhibición de topoisomerasas o por interacción con polinucleó�dos. Se ha visto, además, 

que contribuyen a la colonización y competencia en la rizósfera, además de estar 

involucradas en la formación de biofilm y adhesión a raíces y semillas [107]. Otro 
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metabolito secundario �pico producido por algunas Pseudomonas es el ácido 

cianhídrico (HCN), un compuesto volá�l capaz de inhibir la citocromo oxidasa c y otras 

metaloenzimas, que cumple un rol importante en la supresión de diversos patógenos 

[108]. Mediante la u�lización de mutantes para la producción de HCN se ha podido 

determinar su toxicidad directa sobre el nematodo Caenorhabditis elegans [64], [109], 

así como también sobre otros invertebrados, como las termitas [108], y sobre el 

crecimiento del oomicete Phytophthora infestans [110]. Por otro lado, las tropolonas 

cons�tuyen un grupo de metabolitos an�microbianos descriptos en algunas cepas de 

Pseudomonas, que presentan un anillo aromá�co de 7 carbonos con un grupo carbonilo, 

y cuya ac�vidad inhibitoria ha sido asociada al secuestro de hierro en condiciones 

limitantes [41]. Sin embargo, miembros de nuestro grupo han detectado la molécula 7-

hidroxitropolona del aislamiento P. donghuensis SVBP6 como la principal responsable 

del amplio espectro fungistá�co que presenta esta cepa, y cuyo modo de acción es 

independiente de la disponibilidad de hierro [111]. Algunos de los an�bió�cos 

mencionados se muestran en la Figura 3. 

La producción de enzimas lí�cas también es bastante común entre las bacterias 

del género Pseudomonas [112], [113]. Aunque la producción de proteasas extracelulares 

no ha sido tan estudiada en relación al biocontrol de patógenos como otros metabolitos, 

se ha visto que la producción de exoproteasa A en P. protegens CHA0 causa una mayor 

mortalidad de nematodos juveniles de Meloidogyne incognita y menor eclosión de 

huevos, respecto del mutante que no expresa la enzima [114]. Asimismo, algunas 

Pseudomonas productoras de qui�nasas pueden hidrolizar las paredes celulares de los 

hongos, contribuyendo al control biológico de enfermedades fúngicas [115]. Por úl�mo, 

las fosfolipasas son un grupo de enzimas que catalizan la hidrólisis de los fosfolípidos, 

producidas en varias especies de Pseudomonas. Existen pocos trabajos sobre 

fosfolipasas extracelulares o ancladas a membrana externa en Pseudomonas 

biocontroladoras pero, aun así, se ha encontrado un incremento en la expresión del gen 

que codifica para una proteína de la familia de las fosfolipasas en P. fluorescens Pf29Arp, 

en presencia de los hongos patógenos Gaeumannomyces graminis var. tritici y 

Magnaporthe grisea, y de la ectomicorriza Laccaria bicolor. Dicha inducción podría estar 

relacionada, entonces, a la adhesión al micelio y la consiguiente modificación de la 

fisiología del hongo [116]. 
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Figura 3. Variedad de moléculas producidas por bacterias del género Pseudomonas con ac�vidad 
an�microbiana. Se muestran a modo de ejemplo algunas moléculas de los grupos mencionados en 
el texto: fenazinas (fenazina-1-carboxilato, 2-hidroxifenazina y fenazina-1-carboxiamida); tropolonas 
(7-hidroxitropolona); lipopép�dos cíclicos (viscosina); policé�dos (2,4-diace�lfloroglucinol) y pirroles 
(pirrolnitrina). Adaptado de [41]. 

 

Las bacterias PGPR pueden reducir la ac�vidad patogénica de los microorganismos 

no solamente a través del antagonismo, sino también ac�vando las defensas de las 

plantas. La ISR le confiere a la planta una mayor capacidad defensiva, es decir, que esta 

podrá responder más rápidamente o más fuertemente ante al encuentro con un 

patógeno, lo que se traduce en una disminución en el desarrollo o en la severidad de la 

enfermedad [117]. De forma similar a lo que ocurre ante el encuentro con un patógeno, 

la planta es capaz de reconocer ciertos componentes de las bacterias PGPR llamados 

elicitores que inducen la ISR, como la flagelina (el principal componente estructural del 

flagelo), los sideróforos, el lipopolisacárido presente en la membrana, y otras moléculas 

derivadas de microorganismos. Así, la planta es capaz de reforzar las paredes celulares, 

producir compuestos an�microbianos como las fitoalexinas, o expresar proteínas 

relacionadas con la patogénesis [118]. Este �po de mecanismo de defensa no es 
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específico de un microorganismo y no solo se expresa en el si�o de inducción, sino que 

se ex�ende a toda la planta [59]. Por ejemplo, se ha visto que P. putida WCS358 es capaz 

de inducir la ISR en plantas de Arabidopsis thaliana, pero también en plantas de tomate 

y poroto, brindando protección frente a diversos patógenos como P. syringae pv. tomato, 

Botrytis cinerea y Colletotrichum lindemuthianum [119]. Es importante destacar que la 

colonización exitosa de un microorganismo PGPR requiere suprimir de forma local la 

respuesta de defensa del hospedador [120]. En relación a esto úl�mo, se encontró que 

la bacteria benéfica P. simiae WCS417r logra suprimir la respuesta de defensa contra la 

flagelina en las raíces de Arabidopsis mediante la secreción de pequeñas moléculas 

[121], mientras que la exoproteasa A, producida por muchas especies de Pseudomonas, 

podría evitar la ac�vación de las defensas de Arabidopsis al degradar los monómeros de 

flagelina en condiciones in vitro [122]. Otras estrategias involucran la u�lización de los 

sistemas de secreción de �po III (T3SS), complejos de transporte transmembrana que 

actúan como delivery de dis�ntos efectores directamente en las células del hospedador 

y que, en este caso, suprimen la respuesta inmune de la planta [41]. 

Algunas Pseudomonas también presentan mecanismos de interferencia para los 

sistemas de quorum sensing (QS), responsables de la expresión de genes en situaciones 

de alta densidad celular. Los mecanismos de QS están mediados por moléculas difusibles 

específicas, como las N-acilhomoserino lactonas (AHLs), que generalmente regulan la 

expresión de genes relacionados con la patogenicidad en bacterias. Una de las 

estrategias más conocidas para interrumpir la comunicación mediada por estas 

moléculas es el quorum quenching (QQ), que implica la degradación enzimá�ca de las 

AHLs, reduciendo así la virulencia del patógeno. Se ha reportado recientemente que la 

cepa P. segetis P6 es capaz de degradar una amplia variedad de AHLs mediante una 

ac�vidad acilasa, y que plantas de tomate tratadas con esta bacteria mostraron una 

mayor protección frente al patógeno P. syringae pv. tomato [123]. 

Finalmente, la competencia por nicho y nutrientes (CNN) es otro de los 

mecanismos relacionados con el biocontrol, donde el microorganismo mejor adaptado 

a la u�lización de dis�ntas fuentes de carbono podrá colonizar las raíces de forma más 

eficiente, desplazando, por ejemplo, a otros patógenos al ocupar los espacios 

disponibles en la raíz [54], [63]. Se encontró que las cepas P. fluorescens PCL1751 y P. 

putida PCL1760 protegen a las plantas de tomate del patógeno Fusarium oxysporum, 
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que causa la pudrición de las raíces, por medio de este mecanismo. Exceptuando la 

producción de proteasas de PCL1751, ambas cepas carecen de otras enzimas lí�cas, 

metabolitos tóxicos y tampoco inducen ISR [124], [125]. Asimismo, la compe�ción puede 

ocurrir por micronutrientes, como es el caso del hierro. El mecanismo ya descripto de 

adquisición de hierro mediante la producción de sideróforos es esencialmente una 

estrategia de biocontrol, muy relevante en suelos donde el hierro se encuentra en baja 

disponibilidad [36]. Gu y colaboradores han podido demostrar el efecto biocontrolador 

de los sideróforos sobre la bacteria patógena de tomate Ralstonia solanacearum, al 

exponerlo directamente a sobrenadantes de cul�vo de aislamientos productores de 

estas moléculas en condiciones limitantes de hierro. Este efecto inhibitorio desapareció 

con el agregado de hierro a dichos sobrenadantes [126]. 

Como vimos en esta sección las bacterias del género Pseudomonas presentan una 

variedad de ac�vidades que resultan de interés tanto para la agricultura como para 

mantener y/o mejorar la calidad del ambiente. Los principales mecanismos abordados 

en las secciones anteriores se resumen en la Figura 4. La rela�va facilidad para aislar y 

cul�var cepas de Pseudomonas in vitro, junto con la amplia variedad de herramientas 

para su iden�ficación y caracterización gené�ca y bioquímica, ha impulsado la 

inves�gación de dis�ntos aislamientos de bacterias de este género para el desarrollo de 

insumos agrícolas, des�nados a mejorar la salud de las plantas y, en consecuencia, 

aumentar el rendimiento de diferentes cul�vos [127], [128], [129]. No se debe perder de 

vista que el conjunto de ac�vidades mencionadas, que pueden ser potencialmente 

aprovechadas por las plantas, requiere de una colonización efec�va de la rizósfera, lo 

cual involucra el establecimiento y persistencia de estas bacterias en el tejido de la raíz 

[63]. 

 

1.8 La agricultura sustentable 

Según el Foro Global sobre Seguridad Alimentaria y Nutrición de la Organización 

de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés 

Food and Agriculture Organization), se es�ma que la población humana alcanzará los 9,1 

billones de personas para el año 2050, un 34% más que el valor actual, y que este 

aumento ocurrirá en mayor medida en los países en desarrollo. Para ello, será necesario  
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Figura 4. Algunos de los mecanismos PGPR llevados a cabo por bacterias del género Pseudomonas. 
Entre los directos se muestran la biofer�lización y la fitoes�mulación, mientras que entre los 
indirectos encontramos el antagonismo, la ac�vación de la resistencia sistémica inducida (ISR) y la 
competencia por nicho y nutrientes (CNN). 

 

incrementar la producción de alimentos un 70%, lo cual significa un desa�o para los 

sistemas agrícolas actuales. Paralelamente, muchos de los suelos des�nados a la 

agricultura se encuentran actualmente en proceso de degradación: su uso intensivo ha 

llevado a la depleción de nutrientes, la erosión y deser�ficación, en conjunto con la 

disminución de las reservas de agua dulce y la pérdida de la biodiversidad de especies. 

Si bien el área cul�vable para 2050 podría incrementarse hasta un 5%, las perspec�vas 

a largo plazo sugieren que si no se adoptan polí�cas que reviertan los efectos de la 

degradación de los suelos y manejos agrícolas más sustentables, no será posible alcanzar 

la demanda global requerida [130].  

Desde el inicio de la llamada “Revolución verde”, la agricultura moderna ha sido 

asociada con el uso de agroquímicos. El primer pes�cida empleado en la agricultura fue 
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el diclorodifeniltricloroetano (DDT), un compuesto organoclorado cuyas propiedades 

insec�cidas se descubrieron en 1939. En 1945 comenzó la comercialización del primer 

herbicida sinté�co, el 2,4-D, considerado el predecesor de otros compuestos para el 

control de malezas como la atrazina, la cual llegaría en 1970; y el glifosato, que 

aparecería en 1980. La aplicación de fer�lizantes químicos, especialmente para el aporte 

de nitrógeno y fósforo, en combinación con pes�cidas ha logrado aumentar el 

rendimiento de los cul�vos mediante la provisión de nutrientes y la reducción de 

pérdidas por enfermedades y/o presencia de malezas, respec�vamente [131]. Sin 

embargo, su uso intensivo en las úl�mas décadas ha generado la acumulación de estos 

compuestos en el suelo, el aire y los cuerpos de agua, facilitando su ingreso a las cadenas 

alimen�cias y causando efectos nega�vos en la salud humana y de otros organismos 

[132]. En las úl�mas décadas, se ha puesto el foco en la alteración de la microbiota del 

suelo por la aplicación de agroquímicos. Por ejemplo, se reportaron variaciones en la 

composición bacteriana de la rizósfera y disminución de la biodiversidad luego de la 

aplicación del fungicida tebuconazol y del insec�cida imidacloprid [133] Asimismo, se 

observó un enriquecimiento de bacterias degradadoras del herbicida 2,4-D, luego de 

aplicar la dosis recomendada [134]. También se ha prestado par�cular atención a los 

efectos sobre microorganismos benéficos. Por ejemplo, la aplicación reiterada de 

glifosato en pasturas naturales, prác�ca u�lizada para favorecer las pasturas de raigrás 

en el invierno en la Pampa Húmeda Argen�na, redujo la abundancia de las Pseudomonas 

cul�vables [135], hongos micorrícicos arbusculares y diazótrofos de vida libre [136]. Por 

otro lado, se observó que diferentes fungicidas afectan nega�vamente a la cepa de 

Bacillus subtilis BC8 en condiciones in vitro, causando daño celular y disminución en la 

producción de fitohormonas [137]. Con todo esto, resulta prioritario desarrollar 

prác�cas agrícolas dirigidas a preservar y/o mejorar la salud y calidad del suelo, teniendo 

en cuenta el manejo adecuado de los recursos y el mantenimiento de la biodiversidad. 

En la década del ‘80 surge el término agricultura sustentable, como un conjunto 

de conceptos, ideas y valores de cómo debían ser ejecutadas las prác�cas agrícolas. 

Posteriormente se la definió como un sistema integrado de producción animal o vegetal, 

en un si�o específico de aplicación, que involucra el manejo eficiente de los recursos 

para sa�sfacer las necesidades humanas, mejora la calidad ambiental y de la sociedad, y 

es económicamente viable a largo plazo [138]. Las prác�cas agrícolas sustentables 
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involucran la reducción de la fer�lización química y del uso de pes�cidas, y la selección 

de geno�pos de plantas capaces de adaptarse y crecer eficientemente en ciertas 

condiciones ambientales (y no al revés, donde el buen desempeño de la planta es 

alcanzado con la u�lización de agroquímicos) [139]. Pero estas medidas no son las 

únicas, sino que forman parte de una serie de pautas de manejo que, en conjunto, 

�enden a disminuir el impacto nega�vo de la agricultura en el ambiente, y favorecer la 

sustentabilidad biológica y ecológica de los suelos. Una de ellas es la adopción de la 

siembra directa, que, a diferencia de la labranza convencional, es un sistema de cul�vo 

donde la semilla es directamente depositada en un suelo sin laboreo, conservando los 

residuos de cosecha del cul�vo anterior en superficie. Este sistema contribuye al 

mantenimiento de la estructura del suelo, mejora la infiltración de agua, promueve la 

ac�vidad biológica, favorece los ciclos de nutrientes y brinda protección frente a la 

erosión. La u�lización de cul�vos de cobertura es otra de las prác�cas que se u�liza en 

conjunto con la siembra directa para prevenir la erosión de los suelos, controlar malezas 

y mejorar la fer�lidad, lo cual también reduce los requerimientos de fer�lizantes y 

herbicidas químicos [140], [141]. Muchas veces estos cul�vos de cobertura se incluyen 

en estrategias de rotación, sobre todo si el periodo entre la cosecha de un cul�vo y la 

siembra del próximo es demasiado largo. La rotación es una prác�ca que involucra la 

alternancia de cul�vos en �empo y espacio, reduciendo de esta forma la incidencia de 

patógenos y contribuyendo al balance de nutrientes. Por úl�mo, como vimos, una 

planificación racional de la fer�lización, y un manejo eficiente y responsable de los 

agroquímicos también forman parte del conjunto de prác�cas sustentables [142]. La 

u�lización de todas estas técnicas permite obtener mejores resultados no solo en la 

conservación del ambiente, sino también en el incremento de los rendimientos 

produc�vos [141].  

Los microorganismos benéficos cons�tuyen una alterna�va al uso de fer�lizantes 

y pes�cidas sinté�cos para mantener la produc�vidad, y pueden ser introducidos de 

forma exógena en los sistemas agrícolas. Los inoculantes microbianos, generalmente 

formulados a par�r de bacterias y hongos, son productos compuestos por 

microorganismos vivos capaces de impulsar el desarrollo de dis�ntas especies de 

plantas. Se los suele clasificar en biofer�lizantes, si los microorganismos que los 

componen intervienen en la provisión de nutrientes y/o aumentan la tolerancia a 
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estreses abió�cos, o biopes�cidas, si éstos brindan protección frente a patógenos [143], 

[144]. Asimismo, algunos inoculantes pueden tener una acción dual. Por ejemplo, ciertas 

especies de bacterias, como Pseudomonas o Bacillus, pueden ejercer una acción directa 

al es�mular el crecimiento vegetal y, al mismo �empo, antagonizar patógenos y/o 

es�mular las defensas de las plantas [145], [146]. 

 

1.9 Inoculantes microbianos en la agricultura 

Debido a los problemas relacionados con la aplicación de fer�lizantes y pes�cidas 

químicos, la agricultura ha comenzado a optar por métodos más ecológicos y limpios, 

como el empleo de biopes�cidas y biofer�lizantes [147]. La historia de comercialización 

de estos bioproductos comenzó hace más de 100 años con la aparición de "Nitragin” en 

1896, el primer inoculante patentado en EEUU basado en Rhizobium. Los cien�ficos 

Hiltner y Nobbe, además de obtener dicha patente, realizaron importantes aportes 

relacionados a la especificidad de estas preparaciones por la planta hospedadora, 

determinando la aplicabilidad de cepas par�culares para ciertas leguminosas y 

mejorando las formulaciones para alargar la vida ú�l del inoculante [31], [144]. 

Actualmente los microorganismos fijadores de nitrógeno dominan el mercado de 

biofer�lizantes, debido a la alta demanda de este nutriente por parte de las plantas y al 

éxito comprobado del uso de rizobios en cul�vos de leguminosas [148]. En nuestro país, 

el mercado nacional de bioinsumos se es�ma en valores cercanos a USD 80 millones, 

donde el 62% de los productos registrados son biofer�lizantes, y par�cularmente, más 

de la mitad de dichos productos son inoculantes bacterianos des�nados al cul�vo de 

soja [149]. 

Existen varios métodos de inoculación para introducir microorganismos benéficos 

en la planta hospedadora, los cuales influyen en el establecimiento y persistencia de los 

mismos en el si�o de acción. Entre ellos encontramos la inoculación en semilla antes de 

la siembra, la inoculación en raíces de plántulas, en hojas, y en el suelo. Mientras que la 

inoculación foliar no es muy común, la inoculación en semilla es la más u�lizada [150]. 

Además de la selección de un método de inoculación adecuado, la efec�vidad de un 

inoculante microbiano requiere de la supervivencia de un número apropiado de 

microorganismos que puedan establecerse y desempeñar sus ac�vidades luego de la 

aplicación. Por lo tanto, la formulación es otro factor clave para lograr la estabilidad del 
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inóculo no solo en el si�o de aplicación, sino también durante el almacenamiento [148], 

ya que muchas veces el vendedor y/o productor debe almacenar el producto a 

temperatura ambiente por periodos prolongados hasta su venta o aplicación [151]. El 

formulado proporciona, entonces, un microambiente favorable para el microorganismo, 

y apunta a maximizar la can�dad inicial de células viables y prevenir un rápido 

decaimiento posterior [152], [153]. Por otro lado, si bien la formulación y el método de 

aplicación son relevantes para el éxito del inoculante [152], en la prác�ca la facilidad de 

su uso, la logís�ca en torno a la siembra, los costos, la compa�bilidad con pes�cidas y 

las condiciones del suelo deben ser tenidas en cuenta [148]. El momento de la aplicación 

también �ene un rol central, ya que si se trata de un biopes�cida es ideal u�lizarlo antes 

de la aparición de síntomas en la planta, y si se quiere aplicar un biofer�lizante, la mejor 

opción es inocular en los primeros estadios de desarrollo de las plántulas o directamente 

en la semilla [154].  

Los inoculantes pueden presentarse en formulaciones sólidas o líquidas [153]. En 

general se suele u�lizar el término carrier para designar al soporte que actúa como 

vehículo de los microorganismos, y que está en mayor proporción en el formulado [152]. 

Las formulaciones sólidas se basan en sustratos orgánicos e inorgánicos, que a su vez 

pueden u�lizarse húmedos o secos. Esos sustratos brindan protección frente a las 

condiciones ambientales, y se los suele clasificar según el tamaño de par�cula en 

inoculantes �po granulares e inoculantes en polvo. La mayoría de estas formulaciones 

involucran la inmovilización de los microorganismos empleando diferentes métodos, 

como la adhesión o formación de biofilm en el soporte, o el encapsulamiento con 

sustancias poliméricas. Par�cularmente, las formulaciones húmedas no requieren de 

métodos de secado, por lo tanto, las bacterias se exponen a un alto contenido de agua 

durante el almacenamiento o la aplicación. Por el contrario, las formulaciones secas, 

pueden extender la sobrevida de los microorganismos por periodos más largos e incluso 

soportar temperaturas más altas, debido a su bajo contenido de agua [153], [155]. Existe 

una gran variedad de materiales que son u�lizados para las formulaciones sólidas, entre 

los que se incluyen turba [156], arcilla [157], talco [158], restos vegetales (como el 

bagazo de la caña de azúcar o malta) [159], perlita, vermiculita [160], encapsulamiento 

en esferas de alginato [161] o de quitosano, solo o en combinación con almidón [162]. 

Par�cularmente, en las formulaciones que requieren secado el soporte se suele 
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combinar con adhesivos o protectores, compuestos que mejoran la sobrevida de los 

microorganismos durante dicho proceso y durante el almacenamiento. Los inoculantes 

sólidos pueden ser directamente incorporados al suelo, o u�lizados en la inoculación de 

semillas como recubrimiento de las mismas [163]. 

Los inoculantes líquidos son esencialmente cul�vos o suspensiones microbianas 

que se combinan con sustancias acuosas, aceites o polímeros, comúnmente llamados 

adi�vos [164]. Del mismo modo que para algunas formulaciones en sustrato sólido, la 

incorporación de estos adi�vos mejora la adhesión, estabilización y dispersión de las 

células, además de funcionar como protectores [152].  En general los inoculantes líquidos 

son menos costosos que las formulaciones sólidas [153], y pueden ser aplicados de 

diversas formas. Se los suele u�lizar en la inoculación de raíces, sumergiendo las mismas 

en una suspensión de microorganismos; en la inoculación en suelo, por incorporación 

directa de la suspensión en regiones cercanas a la raíz; o en la inoculación en semilla 

como recubrimiento [150], [165]. También se los emplea en aplicaciones en surco 

durante la siembra o en aplicaciones foliares [165]. 

Como vimos, la desecación representa un problema en el desarrollo de las 

formulaciones. Si bien en los inoculantes sólidos el secado ocurre bajo condiciones 

controladas, se ha demostrado que tanto Pseudomonas como Azospirillum se ven 

afectadas durante el proceso [166]. En cambio, en las formulaciones líquidas, la 

desecación ocurre en condiciones ambientales no controladas, principalmente cuando 

son aplicadas en semilla. Por otro lado, luego de la aplicación a campo, los ciclos 

precipitación/riego y sequía afectan tanto a los inoculantes sólidos como a los líquidos. 

La desecación es aún más crí�ca para microorganismos no esporulantes, como las 

Pseudomonas, y se considera una de las principales razones de la pérdida de viabilidad 

tanto antes como después de la aplicación a campo [165]. Durante el proceso de 

desecación se generan especies reac�vas del oxígeno que producen daños en el ADN y 

desnaturalización de proteínas, además de la pérdida de la fluidez de las membranas 

[167]. Una de las alterna�vas para mejorar la tolerancia a este proceso es el uso de los 

ya mencionados adi�vos o protectores, que comúnmente se añaden a las células 

bacterianas después de cosechar el cul�vo de los fermentadores, y antes del secado. 

Cuando se añaden de forma externa, estos adyuvantes actúan mediante la estabilización 

de la membrana de las células [165]. La trehalosa es uno de los osmoprotectores más 
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estudiados, y se cree que este disacárido es capaz de reemplazar las moléculas de agua 

durante la deshidratación, estabilizando así las biomoléculas y previniendo la 

desnaturalización. Por ejemplo, la trehalosa ha sido u�lizada exitosamente en un 

formulado sólido con una cepa de Pseudomonas, en el cual este protector se añadió 

previo al proceso de secado [168]. La vitrificación es otro de los mecanismos propuestos 

para este azúcar, en el cual la formación de cristales en el citoplasma de la célula 

mantendría la integridad de las moléculas por periodos prolongados de �empo [169]. En 

el caso de Bradyrhizobium japonicum y Raoultella terrigena se ha demostrado que el 

agregado de trehalosa al medio de cul�vo permite su acumulación en el interior de las 

células, logrando un mayor efecto protector. Sin embargo, esta estrategia sería favorable 

solo en aquellas cepas que no metabolizan la trehalosa durante el crecimiento [170], 

[171]. Por otro lado, algunos microorganismos, entre los cuales se encuentra 

Pseudomonas, pueden promover la acumulación de trehalosa bajo dis�ntas condiciones 

de estrés, mediante la ac�vación de las rutas de síntesis [172], [173], [174]. La 

combinación de este disacárido con polivinilpirrolidona (PVP) mejora la viscosidad de 

las suspensiones, y podría mejorar además la adherencia de las células a las semillas. El 

PVP es un polímero que re�ene una gran can�dad de agua, por lo que podría mantener 

las moléculas de agua alrededor de las células y así ralen�zar el proceso de desecación. 

El efecto de esta combinación se ha reportado para B. japonicum y P. putida KT2440 

[175], [176]. Además de estos compuestos, se han probado con diferentes niveles de 

éxito sustancias como sacarosa, lactosa, carboxime�lcelulosa, goma arábiga, glicerol, 

xantano y otros compuestos con propiedades similares a las mencionadas para la 

trehalosa y el PVP [158], [160], [177], [178]. 

La desecación no es el único factor que puede afectar el desempeño de un 

inoculante cuando es aplicado a campo. En general, el desarrollo de nuevos inoculantes 

se basa en ensayos exploratorios en condiciones de laboratorio, los cuales se centran en 

mecanismos PGPR específicos que pueden o no reproducirse luego de la aplicación [55]. 

Primero, el o los microorganismos deben ser capaces de alcanzar un buen �tulo en el 

formulado, y este se debe mantener durante la etapa de transporte, distribución, 

almacenamiento y aplicación del producto [151]. Lograr un alto número de bacterias en 

el formulado inicial supone un punto importante, ya que, por ejemplo, se ha reportado 

para rizobios que el número inicial de células en el inóculo correlaciona directamente 
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con el número de nódulos y el rendimiento final del cul�vo [179], [180], [181]. Asimismo, 

como se mencionó, existe una amplia demanda de semillas pre-inoculadas por parte de 

los productores para evitar realizar el proceso de inoculación y abaratar costos, de 

manera tal que estas puedan permanecer almacenadas durante semanas o incluso 

meses antes de la siembra [182], [183]. Por ejemplo, semillas de soja pre-inoculadas con 

suspensiones comerciales de rizobios pueden almacenarse hasta 15 días antes de la 

siembra en un ambiente fresco y bien ven�lado [184].  Sin embargo, otros trabajos han 

reportado que la supervivencia de los rizobios en semillas pre-inoculadas es variable y, 

en general, no logra alcanzar el número de bacterias requerido [183], [185]. Para el caso 

de Pseudomonas, hay pocos estudios de sobrevida en la superficie de las semillas. Sólo 

para P. fluorescens F113 se han observado variaciones en semillas de cebolla 

desinfectadas, dependiendo del adi�vo u�lizado y de la temperatura de 

almacenamiento de las semillas, pudiendo ser detectada hasta 70 días luego de ser 

conservadas a 4 °C [186]. Resultados aún mejores se han obtenido para bacterias 

formadoras de esporas, como en el caso de dis�ntas cepas de Bacillus en semillas 

desinfectadas de maíz, lechuga y pepino, detectadas en estas semillas hasta los 12 meses 

de almacenamiento a temperatura ambiente [187]. Adicionalmente, la aplicación de 

fungicidas e insec�cidas sobre las semillas puede tener efectos nega�vos en la 

supervivencia del inoculante [152]. 

Además de la densidad del inóculo y el método de aplicación, una vez introducido, 

el microorganismo deberá compe�r con una microflora na�va altamente adaptada por 

la colonización de los espacios. En este sen�do, la especificidad por la planta 

hospedadora podría favorecer al microorganismo introducido por sobre la comunidad 

previamente establecida [148]. Por otro lado, entre otros mecanismos responsables de 

la disminución en el número y ac�vidad de los inoculantes encontramos el �po de suelo 

y sus caracterís�cas (textura, pH, temperatura, contenido de humedad, salinidad), la baja 

disponibilidad de nutrientes, presencia de microfauna depredadora, así como también 

las condiciones climá�cas y el uso de agroquímicos [150], [151], [188]. De hecho, muchas 

veces es necesario reinocular para mantener una can�dad efec�va de inoculante en 

condiciones a campo [189]. Debido a estas inconsistencias en el desempeño de 

inoculantes a campo, se ha puesto el foco en el aislamiento de PGPMs a par�r del mismo 

si�o o de la rizósfera de cul�vos donde posteriormente se van a aplicar como 
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inoculantes. Esta estrategia de encontrar el mejor microorganismo o consorcio de 

microorganismos para un cul�vo y/o un si�o de aplicación par�cular, podría evitar las 

dificultades que implica la adaptación de especies no na�vas en un nuevo entorno [145], 

[150], [152].  

 

1.10 Cul�vos de importancia económica en Argen�na 

Desde su domes�cación hace alrededor de 10.000 años, el trigo (Triticum 

aestivum L.) ha desempeñado un papel crucial en la alimentación global. Este cereal 

proporciona la quinta parte de las calorías y proteínas consumidas en el mundo, y es el 

cul�vo con la mayor superficie sembrada a nivel mundial [190]. Su producción anual 

ronda los 808 millones de toneladas [191], siendo China el productor más importante 

[192]. El trigo es una monoco�ledónea de la familia de las gramíneas, cuyo sistema 

radicular está formado por una raíz primaria y un número variable de raíces seminales 

de origen embrionario, además de raíces adven�cias o nodales que se originan 

posteriormente en los primeros entrenudos. A par�r de ambos �pos de raíces se 

desarrollan raíces laterales y pelos radiculares. A diferencia de otros cereales como el 

maíz y el sorgo, el trigo desarrolla nuevos tallos a par�r de las raíces nodales, conocidos 

como macollos (Figura 5) [193]. Es una planta C3 que prospera en ambientes frescos, 

aunque también se cul�va en zonas templadas o cálidas, ya sean secas o con altas 

precipitaciones [194]. La producción de trigo en Argen�na ocupa el 3° lugar entre los 

granos, después de la soja y el maíz, alcanzando los 15,9 millones de toneladas en la 

campaña 2023/2024. La provincia de Buenos Aires concentra la mitad de la producción 

del país, y luego le siguen Santa Fe, Entre Ríos y Córdoba [195]. La diversidad geográfica 

y climá�ca de las áreas dedicadas al cul�vo de trigo determina que la siembra del grano 

comience en los meses de marzo y abril en las provincias del Norte Argen�no, y en los 

meses de julio y agosto en el sudeste de la provincia de Buenos Aires. La cosecha se inicia 

en sep�embre y concluye en enero [196].  

 El maíz (Zea mays L.) es uno de los cereales más producidos y consumidos en el 

mundo. Su cul�vo ocupa aproximadamente 203 millones de hectáreas (Ha) por año a 

nivel mundial, siendo el segundo cul�vo más ampliamente sembrado en el mundo 

después del trigo, con 219 millones de hectáreas. Además, lidera la producción de 

cereales con 1163 millones de toneladas anuales gracias a sus altos rendimientos (5,7 
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toneladas/Ha) [191], [197]. El maíz es una monoco�ledónea de la familia de las 

gramíneas, cuyos usos abarcan desde el consumo humano y animal hasta la producción 

de biocombus�ble. Es rela�vamente sensible a la sequía, y precisa de temperaturas 

cálidas para su desarrollo. Pertenece al grupo de las plantas C4, y presenta un sistema 

radicular fibroso, muy similar al de trigo (Figura 5) [193], [198]. En los úl�mos 20 años, 

se han registrado avances tecnológicos importantes con respecto a este cul�vo, como el 

desarrollo de híbridos, semillas transgénicas, prác�cas de manejo, cul�vos tardíos y 

nuevas variedades, que permi�eron no solo aumentar el rendimiento por hectárea, sino 

también diversificar la producción de este cereal [199]. Par�cularmente, nuestro país 

ocupa el quinto puesto entre los principales países productores de maíz [192]. La 

siembra de este cul�vo suele iniciar en el mes de sep�embre y se prolonga hasta el mes 

de enero según la región, mientras que la cosecha se realiza entre los meses de febrero 

y agosto del año siguiente. Durante la campaña 2022/2023 se produjeron 41,4 millones 

de toneladas, con un aporte del 33% y 29% proveniente de las provincias de Córdoba y 

Buenos Aires, respec�vamente, que forman parte de la llamada zona núcleo maicera 

[195].  

 

Figura 5. Representación esquemá�ca de los sistemas radiculares de maíz, trigo y soja. Se muestran, de 
izquierda a derecha, una planta de maíz, una planta de trigo y una planta de soja. El maíz y el trigo son 
monoco�ledóneas, por lo que sus sistemas radiculares son similares. Además, a pesar de que ambos son 
cereales, el maíz ha perdido su capacidad de macollamiento. Es importante notar que, a par�r de la raíz 
primaria y de las raíces seminales, también emergen raíces laterales (no representadas en el esquema). 
En contraste, la soja, al ser una dico�ledónea, presenta un sistema radicular con una única raíz principal 
prominente, a par�r de la cual surgen las raíces laterales. Adaptado de [193], [200]. 
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Finalmente, la soja (Glycine max L.) es la principal oleaginosa cul�vada en 

Argen�na y el cul�vo más relevante a nivel nacional, no sólo por la superficie que ocupa, 

sino también por el valor económico de su producción [201]. De hecho, nuestro país se 

encuentra en el tercer puesto a nivel mundial en términos produc�vos, con un aporte 

del 13% con respecto al total de la producción global [192]. La soja es una dico�ledónea, 

y como tal presenta un sistema radicular formado por una raíz primaria a par�r de la cual 

proliferan raíces laterales (Figura 5) [200]. El cul�vo de soja ha tenido una fuerte 

expansión en nuestro país desde su introducción en la década del setenta, y 

especialmente a par�r de mediados de los años noventa. Esto úl�mo está vinculado a la 

introducción de semillas transgénicas y del herbicida asociado, el glifosato, en conjunto 

con nuevas prác�cas de manejo, como la siembra directa [202]. Durante la campaña 

2022/2023 se produjeron 25 millones de toneladas, con Buenos Aires concentrando el 

34% de la producción del país, seguido por Córdoba (25%), Santa Fe (15%) y San�ago del 

Estero (11%) [195]. 
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Hipótesis y Obje�vos del trabajo 
Como resultado del consorcio público-privado BIOSPAS (acrónimo de Biología del 

Suelo y Producción Agraria Sustentable), creado en 2007 con el obje�vo de abordar un 

estudio mul�disciplinario de los sistemas agrícolas bajo siembra directa en la Pampa 

Argen�na [203], nuestro laboratorio cuenta con una colección de 20 aislamientos de 

Pseudomonas obtenidos a par�r de suelos agrícolas y rizósferas de pasturas, y de cul�vos 

de soja y maíz. Dichos aislamientos fueron seleccionados por su capacidad antagonista 

in vitro contra 12 hongos fitopatógenos aislados a par�r de plantas infectadas de los 

mismos lotes donde fueron tomadas las muestras de suelo y rizósferas. Además, se los 

ha caracterizado en términos de sus propiedades de promoción y colonización in vitro 

[145], e incluso algunos han mostrado capacidad de promover el rendimiento en grano 

de trigo y maíz en experimentos a campo [127]. Sin embargo, además de la descripción 

del potencial probió�co vegetal evaluado in vitro, la bibliogra�a sugiere que el estudio 

de la interacción planta-bacteria en todas las etapas (inoculación / colonización 

competencia / ejecución de propiedades probió�cas) es esencial para op�mizar el 

rendimiento de los PGPM a campo. Con respecto a estos aislamientos, se desconoce su 

capacidad para sobrevivir en la superficie de las semillas y compe�r frente a la microflora 

na�va en la rizósfera. Tampoco conocemos su patrón de colonización de raíces. Por lo 

tanto, para el presente trabajo de Tesis hemos seleccionado un subgrupo de 6 

aislamientos, con el obje�vo de profundizar su caracterización en términos de la 

supervivencia en semilla, colonización radical, y compe��vidad y persistencia en suelo, 

requerimientos importantes para el desarrollo de bioinsumos basados en estos 

microorganismos. Los cul�vos empleados serán maíz, trigo y soja, de relevancia para 

nuestro país y para los cuales la inoculación en semilla es la principal estrategia de 

aplicación de inoculantes. 

A par�r de los conocimientos previos, las hipótesis de trabajo par�culares son: 

• Contar con nuestros aislamientos de Pseudomonas marcados con proteínas 

fluorescentes y an�bió�cos permi�rá realizar un seguimiento de los mismos en 

condiciones comparables a las que se u�lizan los inoculantes a campo (Capítulo 

2). 
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• Los aislamientos de Pseudomonas podrán sobrevivir en la superficie de semillas 

pre-inoculadas de los 3 cul�vos mencionados (Capítulo 3). 

• Estas cepas podrán colonizar eficientemente las raíces de plántulas de maíz, trigo 

y soja (Capítulo 4). 

• Los aislamientos podrán establecerse en la rizósfera y compe�r eficientemente 

con la microflora na�va presente en las raíces (Capítulo 5). 

 

Los obje�vos par�culares de cada capítulo se detallan a con�nuación: 

• Realizar el marcaje silencioso de los aislamientos con proteínas fluorescentes y 

an�bió�cos para su posterior seguimiento en condiciones no axénicas (Capítulo 

2). 

• Evaluar la capacidad de supervivencia en semillas no desinfectadas de maíz, trigo 

y soja, empleando diferentes tratamientos (Capítulo 3). 

• Conocer el patrón de colonización radical en estos tres cul�vos, en condiciones 

axénicas (Capítulo 4). 

• Evaluar la competencia de nuestros aislamientos para colonizar raíces de plantas 

de maíz, trigo y soja en presencia de microflora na�va, u�lizando suelo como 

sustrato (Capítulo 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral  Melani Lorch 

48 
 

 

 

 

Capítulo 2: Marcaje cromosomal de 
los aislamientos de Pseudomonas 
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Introducción 
Para monitorear nuestros aislamientos de Pseudomonas spp. en condiciones no 

axénicas fue necesario contar, en primera instancia, con herramientas que nos 

permitieran detectar a estos microorganismos de manera selectiva frente a la 

microbiota de las semillas y/o del suelo. El medio de cultivo S1, desarrollado por W. 

Gould, ha sido utilizado exitosamente para el aislamiento selectivo de bacterias del 

género Pseudomonas a partir de muestras complejas [204]. Este medio basa su 

selectividad principalmente en dos de sus componentes: el detergente aniónico N-lauril 

sarcosina de sodio, que inhibe el crecimiento de bacterias Gram-positivas, y el 

antibiótico trimetoprima, que impide el desarrollo de bacterias Gram-negativas 

facultativas. Además, las altas concentraciones de glicerol y sacarosa contribuyen 

parcialmente a la selectividad, al generar un desbalance osmótico que es bien tolerado 

por Pseudomonas. Al estar limitado en hierro, el medio S1 permite distinguir entre 

Pseudomonas fluorescentes y no fluorescentes, dado que favorece la producción de 

sideróforos [204], [205], [206]. 

El marcaje de cepas bacterianas con proteínas fluorescentes es una herramienta 

esencial en estudios que requieren el seguimiento de microorganismos en ambientes 

complejos, como el suelo [207], la filósfera de las plantas [208] y el tracto digestivo de 

mamíferos [209]. En este sentido, el uso de plásmidos para la expresión de proteínas 

supone varias ventajas, ya que pueden ser introducidos fácilmente en las células 

hospedadoras, permitiendo una alta producción de la proteína debido a la presencia de 

múltiples copias. Sin embargo, su estabilidad depende de una presión de selección 

continua, como el uso de antibióticos, lo que resulta incompatible con experimentos 

llevados a cabo en condiciones similares a las naturales [210]. Por esto, se han 

desarrollado diferentes estrategias para introducir estos genes directamente en el 

cromosoma bacteriano, mediante técnicas como la recombinación homóloga [211], y 

sistemas basados en CRISPR-Cas9 [212] o en transposasas [213], [214]. 

En particular, el sistema de transposición mini-Tn7 facilita la inserción sitio- y 

orientación-específica en el cromosoma de bacterias Gram-negativas de una copia única 

del cassette Tn7, el cual incluye genes de resistencia a antibióticos junto con un gen que  
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Figura 6. Sistema de transposición mini-Tn7. a) Representación de los vectores Tn7 utilizados para el 
marcaje genético (adaptado de [215], [216]). b) Integración cromosómica del mini-Tn7. La correcta 
inserción se verifica posteriormente por PCR utilizando primers específicos que hibridan en el 
transposón (PTn7R) y en el genoma bacteriano (PglmS) (adaptado de [217]). 
Gmr hace referencia a la resistencia a gentamicina, proporcionada por el gen aacC1 (gentamicina 
acetiltrasferasa); Cmr a la resistencia a cloranfenicol, proporcionada por el gen cat (cloranfenicol 
acetiltransferasa); Kmr a la resistencia a kanamicina, proporcionada por el gen nptII (neomicina 
fosfotransferasa); Smr, a la resistencia a estreptomicina, proporcionada por el gen aadA 
(aminoglucósido-3’-adeniltransferasa); y Apr a la resistencia a ampicilina, proporcionada por el gen 
bla (β-lactamasa). Ω indica que el gen de resistencia está flanqueado por terminadores de la 
transcripción y traducción. 

 

codifica para una proteína fluorescente (en este trabajo eYfp, amarillo; eCfp, cian; 

mCherry, rojo) (Figura 6) [215]. Esta inserción ocurre en una región intergénica neutra 

llamada attTn7, ubicada río abajo del gen de la glucosamina-6-fosfato sintetasa (glmS)  

[218], [219]. Las secuencias insertadas se mantienen estables durante el crecimiento sin 

requerir la presencia del antibiótico, y no interfieren con el desarrollo de las bacterias 

[215], [220], [221].  

Con el objetivo de asegurar la detección diferencial de nuestras cepas de 

Pseudomonas respecto de otras bacterias nativas del mismo género presentes en las 

muestras, se combinó la utilización del medio selectivo S1 con la generación de variantes 

resistentes a antibióticos, mediante el sistema mini-Tn7. Con estas estrategias, en el 

presente capítulo planteamos: 

• Analizar las resistencias naturales a antibióticos de nuestros aislamientos. 
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• Obtener las variantes modificadas de los aislamientos de Pseudomonas 

mediante el método ya descripto. 

• Comprobar la correcta inserción del cassette y la expresión de la proteína 

fluorescente en cada caso. 

• Reevaluar las actividades PGPR de las cepas marcadas para confirmar que no 

hayan ocurrido alteraciones fisiológicas importantes luego del marcaje. 
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Materiales y Métodos 

2.1 Cepas bacterianas, condiciones de crecimiento y variedades de 

plantas 

Para este trabajo de tesis se u�lizaron 6 aislamientos provenientes de nuestra 

colección de Pseudomonas, y sus variantes marcadas (Tabla 2). P. pergaminensis 1008, 

presente en el biofer�lizante comercial Rizofos® (Rizobacter Argen�na S.A, RASA) 

u�lizado en trigo, maíz y girasol [129], fue incluido en los experimentos como referencia. 

Todas las cepas se mantuvieron en glicerol 20% p/v a -80 °C, y se cul�varon 

ru�nariamente en agar nutri�vo (NA; 40 g/l de agar triptona de soja, 5 g/l de extracto 

de levadura, ambos de Biokar) o en caldo nutri�vo (NYB, caldo nutri�vo 20 g/l; extracto 

de levadura 5 g/l, Biokar), a 200 rpm para los cul�vos líquidos. La temperatura de 

incubación para las cepas de Pseudomonas fue de 28 °C, y para las cepas de Escherichia 

coli fue de 37 °C. El medio selec�vo para Pseudomonas Gould’s S1 [204] se u�lizó para 

determinar específicamente la carga de bacterias recuperadas a par�r de semillas sin 

desinfectar. Los medios se suplementaron con el an�bió�co adecuado cuando fue 

necesario (gentamicina, Gm 20 µg/ml; kanamicina, Km 25 µg/ml; ampicilina, Ap 100 

µg/ml; estreptomicina, Sm 100 µg/ml). El medio Gould’s S1 fue suplementado, además, 

con cicloheximida (100 μg/ml) para inhibir el desarrollo de hongos y levaduras [72].  

Para los ensayos en condiciones de invernáculo se u�lizó el medio agar triptona de 

soja (TSA) diluido al 10%, para obtener el número de bacterias heterótrofas mesófilas 

totales. Este medio también fue suplementado con cicloheximida (100 μg/ml). 

Los cultivos utilizados fueron maíz (Zea mays L.), con semillas pertenecientes a la 

variedad KM 8701 VIP3 y KM 87 VIP3 (KWS Argentina S.A); trigo (Triticum aestivum L.), 

variedad Baguette 550 y Baguette 620 (Nidera Argentina S.A, ciclo corto y ciclo 

intermedio, respectivamente); y soja (Glycine max L.), variedad 13-146 (Bioceres S.A) 

(Figura 7). 
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Tabla 2. Cepas bacterianas y plásmidos empleados en este trabajo de tesis 
Aislamientos de Pseudomonas salvajes 

 Nombre Afiliación taxonómica a Origen Referencia  

RBAN4 P. protegens b Rizósfera de pasturas, Ambiente Natural, 
Bengolea, Córdoba, Argen�na [145] 

 

SMMP3 P. chlororaphis subsp. 
aurantiaca 

Suelo libre de raíces, de parcelas con soja, 
Monte Buey, Córdoba, Argen�na [145] 

 

SPAN5 P. chlororaphis  
Suelo libre de raíces, de parcelas con 
pasturas, Ambiente Natural, Pergamino, 
Buenos Aires, Argen�na  

[145], [222] 
 

SVMP4 P. soli Suelo libre de raíces, de parcelas con 
pasturas, Viale, Entre Ríos, Argen�na [145], [223] 

 

SVBP6 P. donghuensis Suelo libre de raíces, de parcelas con soja, 
Viale, Entre Ríos, Argen�na [145], [224] 

 

RPAN1 P. chlororaphis subsp. 
piscium 

Rizósfera de pasturas, Ambiente Natural, 
Pergamino, Buenos Aires, Argen�na [145] 

 

1008 P. pergaminensis  Rizósfera de trigo de una parcela produc�va, 
Pergamino, Buenos Aires, Argen�na [129] 

Variantes marcadas derivadas de los aislamientos de Pseudomonas 
 Nombre Caracterís�cas relevantes Referencia 
 RBAN4-yfp RBAN4::attTn7-eyfp; Kmr Smr Esta tesis 
 SMMP3-yfp SMMP3::attTn7-eyfp; Kmr Smr Esta tesis 
 SPAN5-cfp SPAN5::attTn7-ecfp; Kmr Smr Esta tesis 
 SVMP4-yfp SVMP4::attTn7-eyfp; Kmr Smr Esta tesis 
 SVBP6-mche  SVBP6::attTn7-mcherry; Gmr Esta tesis 
 RPAN1-yfp RPAN1::attTn7-eyfp; Kmr Smr Esta tesis 
 1008-cfp 1008::attTn7-ecfp; Kmr Smr Esta tesis 

Cepas de Escherichia coli  

 SM10 thi-1 thr leu tonA lacY supE recA::RP4-2-
Tc::Mu, λ pir, Kmr [225] 

 HB101 Derivada de E. coli K12. F- Pro- Gal- Rec- Smr [226] 

 DH5α Derivada de E. coli K12. F- recA1- endA1- 
lacZΔM15 [227] 

 MT102 
Derivada de E. coli K-12 cepa MC1000. 
araD139 (ara-leu)7697 Δlac thi hsdR, Smr 
Rifr Azider 

[228] 

Plásmidos 

 pUX-BF13 
Plásmido helper para la mutagénesis basada 
en el transposón Tn7, con�ene las funciones 
de transposición; R6K-replicon; mob+; Apr  

[229] 

 pME497 Plásmido mobilizable, IncP-1, Tra; RepA(Ts); 
Apr  [230] 

 pME9407 
Plásmido de delivery para mini-Tn7-
mcherry; pME3280a con mcherry bajo el 
promotor Plac; Apr Gmr  

[216] 
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 miniTn7(Km, Sm)PA1/04/03–ecfp-a 

Plásmido de delivery para mini-Tn7-ecfp; 
derivado de pUC19 con ecfp bajo promotor 
cons�tu�vo (derivado de Plac). No replica�vo 
en Pseudomonas. Cmr Kmr Smr  

[215] 

  

miniTn7(Km, Sm)PA1/04/03–eyfp-a 

Plásmido de delivery para mini-Tn7-eyfp; 
derivado de pUC19 con eyfp bajo promotor 
cons�tu�vo (derivado de Plac). No replica�vo 
en Pseudomonas. Cmr Kmr Smr  

[215] 

a Para SVBP6, RBAN4, SMMP3 y 1008, la afiliación taxonómica se realizó por filogenómica. Para SVMP4 la 
afiliación se llevó a cabo con fragmentos de los genes rpoD, pepN and gltX [223], y para SPAN5 y RPAN1, 
se realizó con marcadores taxonómicos (16S rDNA, y los genes oprF y rpoB [145]). 
b La afiliación taxonómica fue recientemente corregida con un ANI, con el genoma secuenciado (no 
publicado). 

 

2.2 Marcaje cromosomal de los aislamientos seleccionados 

Se realizó el marcaje genético de los aislamientos de Pseudomonas spp. con 

proteínas fluorescentes (eYfp, eCfp y mCherry) y genes de resistencia a antibióticos, 

mediante el sistema de transposición mini-Tn7 [215]. En primer lugar, se ensayaron las 

resistencias naturales a antibióticos de los 6 aislamientos de Pseudomonas y de la cepa 

de referencia 1008, contemplando las resistencias presentes en los cassettes mini-Tn7 

disponibles en nuestro laboratorio. Para ello se realizaron agotamientos por estría en 

placas de NA, suplementadas con los antibióticos kanamicina, gentamicina o 

cloranfenicol (Cm) en las concentraciones correspondientes reportadas para 

Pseudomonas (25 μg/ml, 10 μg/ml y 20 μg/ml, respectivamente). Para los aislamientos 

SVBP6, RPAN1 y 1008 que crecieron en Gm10, se ensayó además Gm20. Las placas se 

incubaron por 24-48 hs.  

Para llevar a cabo la conjugación tetraparental, cultivos líquidos de los 

aislamientos objetivo de Pseudomonas spp. se incubaron overnight (o.n.) a 35 °C, 

temperatura a la cual aumenta significativamente la eficiencia de incorporación de ADN 

heterólogo por reducción de la actividad de los sistemas de restricción, según lo 

descripto para P. protegens CHA0 [231]. E. coli SM10 λpir/pUX-BF13, E. coli 

HB101/pME497 y la cepa dadora que contiene el vector de delivery de eyfp, ecfp (E. coli 

MT102) o mcherry (E. coli DH5-α), se incubaron a 37 °C. Luego de lavar 1,5 ml de cada 

cultivo y resuspender los pellets en 300 μl de NYB, las cuatro cepas se combinaron en un 

único tubo, se centrifugó y finalmente se resuspendió el pellet en 50 μl de NYB. La mezcla 

de conjugación se transfirió al borde de una placa de NA y se incubó durante 4 h a 37 °C, 
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Figura 7. Semillas de las variedades de los cultivos utilizados en este trabajo de tesis. a) De izquierda 
a derecha se muestran en ambos paneles una semilla de trigo variedad Baguette 550, una semilla de 
soja 13-146 y una semilla de maíz KM 8701 VIP3. b) Las mismas semillas se observaron bajo una lupa, 
con un aumento de 4× (las imágenes que aquí se presentan no están a escala). Las morfologías y los 
tamaños de las variedades de trigo Baguette 620 y de maíz KM 87 VIP3 (no mostradas) son muy 
similares a las variedades que se observan en la imagen. 
 

temperatura no permisiva para el crecimiento de la mayoría de las Pseudomonas 

(diferentes de P. aeruginosa), pero sí para E. coli.  Como solo E. coli es capaz de crecer y 

replicar eficientemente a esta temperatura, aumentan las posibilidades de conjugación. 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación, las células se resuspendieron en 1 ml de 

NYB y se sembraron 100 µl en placas de medio mínimo M9 [232] con citrato al 0,2% p/v 

como fuente de carbono, suplementadas con el antibiótico del cassette mini-Tn7 [215], 

[233]. A modo de control negativo se estrió cada cepa salvaje empleada en la 

conjugación en dicho medio. Luego de una incubación a 28 °C durante 48 h, se repicaron 

3 o 4 colonias de cada aislamiento de Pseudomonas en una nueva placa de Gould’s S1 

con el antibiótico correspondiente. Se prepararon lisados de cada una de las colonias 

transconjugantes por incubación a 100 °C durante 10 minutos, y luego se recuperó el 

sobrenadante, el cual se empleó como molde para las reacciones de PCR posteriores. 

 
2.2.1 Verificación del sitio de inserción del cassette 

Para verificar la correcta inserción del cassette mini-Tn7 en el genoma de los 

aislamientos, se realizó una PCR con los primers específicos Tn7R109 y Tn7-glmS [215] 

(Tabla 3), empleando como molde los lisados de cada una de las colonias seleccionadas 

luego de la conjugación. Como control negativo se utilizó un lisado de cada aislamiento 
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salvaje, sin marcar, y como control positivo un lisado de la bacteria P. protegens ARQ1, 

que contiene el cassette GFP-Km en el sitio attTn7 [234]. Las reacciones, con un volumen 

final de 20 μl, contenían las siguientes concentraciones finales: 1× buffer de reacción 

(con Mg+2 1,5 mM, EasyTaq®, TransGen Biotech Co., China), 0,2 mM de dNTPs (PB-L, 

Argentina), 0,8 μM de oligonucleótidos (Invitrogen, EE.UU.), 1U de Taq polimerasa 

(EasyTaq®, TransGen Biotech Co., China) y 1 μl de lisado celular como molde. El ciclado 

incluyó una desnaturalización inicial de 5 minutos a 94 °C, seguida de 30 ciclos de: 30 

segundos a 94 °C (desnaturalización), 30 segundos a 53 °C (hibridación), y 30 segundos 

a 72 °C (elongación). Por último, se llevó a cabo una elongación final a 72 °C durante 5 

minutos. Una vez finalizada la amplificación, 10 μl de cada tubo de reacción se corrieron 

en un gel de agarosa 1,2% p/v en 0,5× de TBE (Tris-Borato-EDTA), a 80 V durante 45 

minutos, para comprobar la efectividad de la reacción de PCR. El tamaño de los 

amplicones, de alrededor de 150 pb, se corroboró utilizando un marcador de peso 

molecular de 100 pb (PB-L, Argentina). Por último, el gel se tiñó con bromuro de etidio 

y se visualizó bajo luz UV para observar la presencia/ausencia de las bandas de ADN. 

 
Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para verificar la correcta inserción del cassette mini-Tn7 

Caracterís�cas de los primers   
 

Nombre del primer Tn7R109 Tn7-glmS   
 

Secuencia (5’→3’) CAGCATAACTGGACTGATTTCAG AATCTGGCCAAGTCGGTGAC   
 

Si�o de hibridación Nucleó�do 109 de la secuencia Tn7R a Nucleó�do 310 desde el si�o de 
inicio del gen glmS b 

  
 

Temperatura de 
melting (°C) 57,4 58,9   

 
a Tn7R descrita en [235]. 
b La secuencia utilizada fue elegida a partir del alineamiento de las secuencias glmS de P. syringae pv. 
tomato (gnl|TIGR_323|psyring_3888), P. putida KT2440 (gnl|TIGR|pputida_10722), P. fluorescens DR54 
(AJ276127), P. aeruginosa (AE004681) y Haemophilus influenzae Rd (U32726) [215].  
 

2.2.2 Verificación de la expresión de las proteínas fluorescentes por 

microscopía 

La expresión de las distintas proteínas fluorescentes incorporadas tras el marcaje 

por conjugación tetraparental se evidenció utilizando el módulo de microscopía del 

equipo Cytation 5 (BioTek, Agilent®). Las imágenes se registraron con el objetivo de 20×, 

utilizando los filtros para Yfp, Cfp y Rfp, este último para visualizar mCherry. Las 
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longitudes de onda de excitación y emisión para Yfp fueron 500 nm y 542 nm; para Cfp 

445 nm y 510 nm; y para Rfp 531 nm y 593 nm, respectivamente. 

 

2.2.3 Estabilidad de la inserción cromosomal 

Con el objetivo de corroborar que la inserción cromosomal del cassette fuese 

estable sin la presión de selección, las variantes marcadas se repicaron diariamente 

durante 5 días en medio NYB sin suplementar con el antibiótico del cassette [229]. Luego 

de los repiques, se realizaron diluciones seriadas de cada cultivo en solución salina (SS, 

NaCl al 0,85% p/v) y se sembraron 20 μl, por triplicado, en placas de agar NA y NA 

suplementado con Km25 o Gm20, según corresponda. Las mismas se incubaron 24 hs a 

28 °C, se realizaron los conteos de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) y 

compararon los valores obtenidos en ambas condiciones.  

 

2.3 Curvas de crecimiento de las variantes marcadas 

Se realizaron y compararon las curvas de crecimiento en medio mínimo M9-

glucosa (20 mM) y M9-trehalosa (10 mM) de los aislamientos salvajes y sus variantes 

generadas por conjugación en placas de 96 pocillos, con el fin de asegurar que el 

crecimiento no fue afectado por la inserción del cassette. A partir de cultivos overnight 

de cada una de las cepas se obtuvo una suspensión de densidad óptica (DO600 o DO) de 

1,0 en SS, para finalmente sembrar la placa con una DO de 0,1; utilizando un volumen 

final de 200 µl por pocillo. La placa se incubó a 28 °C y a 200 rpm. Para obtener las curvas 

de crecimiento se midió la DO a 600 nm cada 1 hora, con el equipo Cytation 5 (BioTek, 

Agilent®) durante 24 horas. El objetivo de evaluar el crecimiento de las cepas con 

trehalosa como única fuente de carbono fue conocer si ésta era metabolizada por 

alguno de los aislamientos y, en caso contrario, emplearla como osmoprotector en los 

posteriores ensayos con semillas [168]. 

 

2.4 Verificación de las ac�vidades PGPR de las variantes marcadas 

Se corroboró que las principales actividades PGPR, que los aislamientos salvajes 

habían demostrado in vitro, no se hayan visto afectadas en las variantes por la inserción 

del cassette [145]. Se realizaron ensayos de producción de HCN, producción de 
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proteasas extracelulares, producción de fosfolipasas, solubilización de fosfatos 

inorgánicos y antagonismo de hongos fitopatógenes en placa. Para ello, las variantes 

marcadas y los aislamientos salvajes se crecieron overnight en 5 ml de medio NYB, con 

el antibiótico correspondiente, a 28 °C y 200 rpm. A partir de estos cultivos se 

prepararon suspensiones celulares en SS normalizadas a DO600 = 1,0. Como control 

positivo y negativo se utilizaron las cepas P. protegens CHA0 y CHA89 [236], 

respectivamente, excepto para las actividades de solubilización de fosfatos inorgánicos 

y antagonismo de hongos. Los resultados de las variantes marcadas se compararon con 

los de los aislamientos salvajes. 

 

2.4.1 Producción de ácido cianhídrico 

Cada uno de los aislamientos salvajes y sus variantes se estriaron individualmente 

por agotamiento en placas de medio NA. Luego, se depositaron en las tapas trozos de 

papel de filtro de aproximadamente 1 cm2, embebidos en una solución de ácido pícrico 

0,5% p/v en Na2CO3 2,5% p/v [237]. Las placas se sellaron con Parafilm® y se dejaron 

incubar durante 48 hs a 28 °C. Transcurrido este tiempo, se analizó el cambio de color 

del papel de filtro de amarillo a naranja, generado por la formación de un complejo entre 

el ácido pícrico y el HCN producido por las cepas analizadas.  

 

2.4.2 Actividad proteolítica extracelular  

Las suspensiones celulares normalizadas se sembraron por gota (10 μl) en placas 

de agar leche (0,5 g de extracto de levadura, 4,0 g de agar base sangre, ambos de Biokar, 

15% v/v de leche descremada libre de grasa) [113]. Las placas fueron incubadas durante 

48 hs a 28 °C, para finalmente observar la ausencia o presencia de halos de diámetro 

similar entre la cepa salvaje y su variante marcada, generados por la hidrólisis de la 

caseína. 

 

2.4.3 Actividad fosfolipasa  

Se sembraron gotas de 10 μl de las suspensiones normalizadas en placas de agar 

yema de huevo (0,5 g de extracto de levadura, 4,0 g de agar base sangre, ambos de 

Biokar, y 10% v/v de una emulsión de yema de huevo 1:1 en SS) [113]. Las placas fueron 
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incubadas durante 48 hs a 28 °C, para comprobar la presencia o ausencia de halos de 

diámetro similar entre la versión salvaje y la marcada, generados por hidrólisis de los 

fosfolípidos.  

 

2.4.4 Solubilización de fosfatos  

Para analizar la capacidad de solubilizar fósforo inorgánico, se sembraron gotas de 

10 μl de las suspensiones en placas de medio NBRIP suplementado con Ca3(PO4)2 como 

fuente de fósforo [238], [239]. Las placas fueron incubadas durante 7 días a 28 °C. Se 

compararon los halos de solubilización generados por las variantes y el aislamiento 

salvaje. 

 

2.4.5 Antagonismo de hongos fitopatógenos 

Se comprobó la capacidad inhibitoria de hongos fitopatógenos de los aislamientos 

salvajes y sus variantes marcadas en placa, seleccionando un aislamiento fúngico de los 

ya reportados para el cual estas cepas presentan antagonismo [145]. Para los 

aislamientos SPAN5, SVMP4 y RBAN4 se utilizó el patógeno Macrophomina phaseolina 

131.2010, aislado a partir de plantas de maíz, mientras que para RPAN1 y SMMP3 se 

utilizó el aislamiento de Fusarium oxysporum 119.2010, obtenido de plantas de soja. El 

aislamiento SVBP6 se enfrentó al fitopatógeno Sclerotinia sclerotiorum, aislado de 

plantas de girasol. Los aislamientos de Macrophomina y Fusarium fueron obtenidos y 

caracterizados por el grupo de fitopatología del Dr. Carmona de la Facultad de 

Agronomía de la UBA, mientras que Sclerotinia fue cedido por la Dra. Fernández de la 

Universidad Nacional del Sur. En placas de Agar Papa Glucosado (PDA) se depositó en el 

centro un taco de agar de alrededor de 1 cm2, conteniendo micelio fúngico fresco del 

hongo correspondiente para cada cepa. Seguidamente se estrió cada aislamiento salvaje 

y sus variantes a ambos lados del taco de agar y se incubó a 28 °C durante 72-96 hs para 

Macrophomina y durante 10 días para Fusarium. Para Sclerotinia la incubación se realizó 

a 22 °C durante 5 días. A modo de control se utilizó una placa de PDA conteniendo 

únicamente el micelio, asegurando de que éste alcance el crecimiento máximo 

ocupando todo el espacio de la placa, durante los tiempos de incubación antes 
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mencionados. Finalmente, se evaluó cualitativamente el efecto inhibitorio de los 

aislamientos bacterianos y se comparó con sus versiones marcadas.  

 

2.5 Análisis estadís�cos 

Para comprobar la estabilidad de la inserción cromosomal del cassette mini-Tn7, 

los datos de UFC/ml se transformaron con la fórmula log10(x), donde x es el valor de UFC 

correspondiente, y se analizaron con el test estadís�co t-test usando el programa 

GraphPad Prism V. 8.00 para Windows (GraphPad So�ware, La Jolla California, EE. UU., 

www.graphpad.com). Los valores de p < 0,05 fueron aceptados como significa�vos. Con 

el obje�vo de comparar las velocidades específicas de crecimiento del aislamiento 

salvaje y su variante marcada, se llevó a cabo un análisis de la covarianza (ANCOVA), con 

un p < 0,05; u�lizando el so�ware antes mencionado. 
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Resultados 

2.6 Generación de variantes marcadas con proteínas fluorescentes y 

genes de resistencia a an�bió�cos 

 

2.6.1 Evaluación de las resistencias naturales a antibióticos  

Se ensayaron las resistencias naturales de nuestros 6 aislamientos de 

Pseudomonas, y de la cepa de referencia P. pergaminensis 1008, con el objetivo de elegir 

correctamente el cassette Tn7 a utilizar para cada cepa (Tabla 4) [215]. Los controles 

consistieron en las cepas AKN86 (E. coli MT102 con el plásmido mini-Tn7-eyfp), DH5-

α/pME9407 y la cepa helper HB101/pME497, como control negativo (Tabla 2). 

 
Tabla 4. Resistencias naturales a antibióticos de los aislamientos de Pseudomonas a 
  Aislamientos 

 RBAN4 SMMP3 SPAN5 SVMP4 SVBP6 RPAN1 1008 AKN86 DH5-α/ 
pME9407 

HB101/
pME497 

Km25 X X X X X X X √ X X 
Cm20 √ √ √ √ √ √ √ √ X X 
Gm10 √ √ √ √ √ √ - X √ X 
Gm20 - -  - - X √ X X √ X 
a Los √ representan resistencia al an�bió�co y, por ende, crecimiento; las X indican sensibilidad. Los 
guiones indican no ensayado. 

 

Todos los aislamientos evaluados fueron sensibles a Km25 y resistentes a Gm10 

(excepto 1008, que no fue ensayado a esa concentración). Dado que esto último podría 

estar relacionado con la concentración de gentamicina en el experimento, se evaluó 

también una concentración mayor del antibiótico (20 μg/ml) para algunos de los 

aislamientos, resultando SVBP6 y 1008 sensibles a esta concentración. Por último, los 

aislamientos ensayados mostraron resistencia a Cm20. 

 

2.6.2 Marcaje cromosomal y verificación del sitio de inserción del cassette 

Con los resultados anteriores, se decidió marcar los aislamientos RBAN4, SMMP3, 

SVMP4, RPAN1 con el vector mini-Tn7-eyfp, y los aislamientos SPAN5 y 1008 con el 

vector mini-Tn7-ecfp. SVBP6 se marcó con el vector mini-Tn7-mcherry (Tabla 2). 
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Luego de la conjugación, se comprobó la correcta inserción del cassette mini-Tn7 

por PCR. Lograron obtenerse fragmentos del tamaño esperado, de alrededor de 150 pb, 

en los 6 aislamientos seleccionados y en la cepa de referencia 1008. En la Figura 8 se 

muestran dos electroforesis de cada set de colonias transconjugantes obtenidas de los 

aislamientos RPAN1 y SVMP4. Particularmente, para este último aislamiento es posible 

observar que la variante nro. 5 (SVMP4#5) no dio un resultado positivo para la inserción, 

por lo cual fue descartada para los ensayos posteriores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa 1,2% p/v de las reacciones de PCR con los oligonucleó�dos 
Tn7R109 y Tn7-glmS. Se muestran a modo de ejemplo las electroforesis de los aislamientos RPAN1 
(izquierda) y SVMP4 (derecha). Los dis�ntos clones obtenidos se indican con # seguido de un número 
iden�ficatorio. Las calles correspondientes al marcador de peso molecular de 100 pb (PB-L) se indican 
como PM, y las flechas naranjas indican la banda de 200 pb. Se u�lizó la cepa ARQ1 como control 
posi�vo (C+) [234], y el aislamiento salvaje (wt) correspondiente como control nega�vo de la PCR. La 
calle C-, corresponde a la mezcla de reacción sin molde. 
 

2.6.3 Verificación de la expresión de las proteínas fluorescentes por 

microscopía 

Las variantes marcadas que dieron posi�vo en la reacción de PCR se observaron 

con el módulo de microscopía del equipo Cyta�on 5 (BioTek, Agilent®). Todas mostraron 

fluorescencia con los filtros adecuados, lo cual se condice con la correcta inserción y 

expresión del cassette mini-Tn7. Algunas de las imágenes adquiridas se muestran en la 

Figura 9. A modo de control nega�vo, se registraron también imágenes de los 

aislamientos salvajes con los mismos filtros. 
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Figura 9. Imágenes tomadas 
con el equipo Cyta�on 5 
(BioTek, Agilent®), con el 
obje�vo de 20x. La columna 
de la izquierda corresponde a 
la microscopía de 
fluorescencia (i-iii) y la 
columna de la derecha a la 
microscopía de luz 
transmi�da (ii-iv). A modo de 
ejemplo se muestra a) 1-2 el 
aislamiento RBAN4 salvaje y 
a) 3-4 su variante marcada 
con eyfp; b) 1-2 el 
aislamiento SPAN5 salvaje y 
b) 3-4 su variante marcada 
con ecfp, y c) 1-2 el 
aislamiento SBVP6 salvaje y 
c) 3-4 su variante marcada 
con mcherry. La escala está 
indicada con las barras 
blancas, y corresponde a 100 
µm. 
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2.6.4 Estabilidad de la inserción cromosomal 

Si bien el cassette mini-Tn7 se inserta en un si�o único en el cromosoma de 

Pseudomonas, se comprobó que dicha inserción fuese estable, es decir, que no se pierda 

en ausencia de la presión de selección del an�bió�co. Para ello, se realizaron 5 repiques 

diarios en medio NYB sin an�bió�co, y luego se sembró en placas de NA en presencia y 

ausencia del an�bió�co correspondiente. De esta forma, si durante los repiques se 

produjera la escisión del cassette, se observaría una disminución en los recuentos en 

medio NA con an�bió�co, lo cual se traduce en una reducción de la can�dad de bacterias 

resistentes al an�bió�co codificado en el mini-Tn7. Las UFC/ml obtenidas para ambas 

condiciones se muestran en la Tabla 5, donde se observa que todas las variantes 

marcadas mostraron una estabilidad superior al 98%, sin diferencias significa�vas entre 

los recuentos con y sin an�bió�co. En este caso solo se presentan los clones 

seleccionados con los que con�nuamos los ensayos posteriores. Estos resultados 

aseguran que los posteriores recuentos selec�vos a par�r de semillas inoculadas o raíces 

colonizadas con las variantes marcadas expresen la carga de células viables cul�vables, 

luego de diferentes �empos de incubación. 

 

No se observaron diferencias significa�vas con t-test, p < 0,05. 

 

2.7 Curvas de crecimiento en medio mínimo 

Los aislamientos salvajes y sus respec�vas variantes marcadas no presentaron 

diferencias significa�vas en el crecimiento en los medios ensayados M9-glucosa y M9-

trehalosa (Figura 10). Consecuentemente, se observó que los valores de velocidad de 

crecimiento (µ) para cada aislamiento salvaje y su variante marcada no fueron 

significa�vamente diferentes (Tabla 6).  

Tabla 5. Estabilidad del transposón en ausencia de la presión de selección del antibiótico 

  

log (UFC/ml) ± SD 
% de Estabilidad   

Sin an�bió�co Con an�bió�co   
RBAN4-yfp 9,11 ± 0,02 9,09 ± 0,03 99,78  

 
RPAN1-yfp 8,90 ± 0,22 8,79 ± 0,12 98,76  

 
SMMP3-yfp 9,15 ± 0,07 9,09 ± 0,10 99,34  

 
SPAN5-cfp 8,63 ± 0,1 8,72 ± 0,11 100  

 
SVMP4-yfp 8,62 ± 0,15 8,55 ± 0,15 99,19  

 
SVBP6-mche  6,67 ± 0,14 6,87 ± 0,08 100  

 
1008-cfp 6,52 ± 0,22 6,53 ± 0,30 100  
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Únicamente los aislamientos SVBP6 y SVMP4 no fueron capaces de u�lizar la 

trehalosa como fuente de carbono; por lo tanto, este disacárido podría ser u�lizado 

exclusivamente como osmoprotector por estos aislamientos, manteniendo la integridad 

de la membrana y de las proteínas [240]. 

 

2.8 Verificación de las ac�vidades PGPR de las variantes marcadas 

El marcaje cromosomal con el transposón mini-Tn7 no debería generar efectos en 

el entorno genético de las variantes marcadas, ya que la inserción ocurre en un sitio 

neutral del genoma bacteriano. Aun así, se llevaron a cabo ensayos in vitro para 

Salvaje 
Marcada 

Figura 10. Curvas de crecimiento de los aislamientos salvajes ( ) y sus variantes marcadas ( ) 
correspondientes en medio mínimo M9 suplementado con 20 mM de glucosa (triángulos) o 10 mM 
de trehalosa (círculos). El crecimiento fue monitoreado en el lector de placas Cyta�on 5 (BioTek, 
Agilent®; 200 μl de cul�vo en placas de 96 pocillos, 200 rpm y 28 °C) y los datos mostrados 
corresponden al promedio y el desvío estándar de n = 3 réplicas por cepa. 
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comprobar que las diferentes propiedades PGP de los aislamientos reportadas 

previamente [145], no se hayan visto modificadas por la inserción del cassette.  

 

No se observaron diferencias significativas con un análisis de covarianza (ANCOVA), p < 0,05. Los guiones 
indican ausencia de crecimiento. 
 

2.8.1 Producción de exoproteasas, fosfolipasas, producción de HCN y 

solubilización de fosfatos 

Las nuevas variantes no mostraron diferencias respecto de sus aislamientos 

salvajes en cuanto a las actividades ensayadas, lo cual se resume en la Figura 11. Los 

halos generados como consecuencia de la hidrólisis de la caseína y de fosfolípidos, y por 

la solubilización de fosfatos por parte de las versiones marcadas, fueron muy similares 

a los de las cepas salvajes, así como también el viraje de color de amarillo a naranja que 

evidencia la producción de HCN. Particularmente en los ensayos de hidrólisis de 

fosfolípidos, se observa para el aislamiento SVMP4 y el control positivo CHA0 un halo 

translúcido y otro opaco, que no está presente en el resto de las cepas. Esta diferencia 

puede adjudicarse a la producción de la fosfolipasa C, que genera halos opacos, y 

fosfolipasa A que genera halos translúcidos [113]. Cabe destacar que el control negativo 

CHA89 para este ensayo, produce únicamente la fosfolipasa A. Esta misma cepa no fue 

utilizada como control negativo en la solubilización de fosfatos ya que esta actividad no 

se encuentra regulada por la cascada Gac-Rsm [241]. 

 

 

 

Tabla 6. Velocidades específicas de crecimiento para cada aislamiento en medio mínimo M9, 
con glucosa o trehalosa como única fuente de carbono 
  µ (h-1) ± SEM 

  M9-glucosa M9-trehalosa 

 Aislamiento Variante marcada Aislamiento Variante marcada 
RBAN4 0,146 ± 0,007 0,144 ± 0,008 0,105 ± 0,01 0,108 ± 0,006 
RPAN1 0,131 ± 0,004 0,131 ± 0,005  0,206 ± 0,012 0,225 ± 0,011 
SMMP3 0,177 ± 0,008 0,170 ± 0,013 0,116 ± 0,007 0,128 ± 0,005 
SPAN5 0,124 ± 0,008 0,100 ± 0,01 0,153 ± 0,008 0,153 ± 0,006 
SVMP4 0,264 ± 0,020 0,259 ± 0,023  -  - 
SVBP6 0,215 ± 0,027 0,177 ± 0,011  -  - 
1008 0,210 ± 0,011 0,235 ± 0,015 0,214 ± 0,014 0,242 ± 0,014 
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Figura 11. Evaluación de las actividades PGPM in vitro para comprobar la neutralidad de la inserción cromosomal del cassette mini-Tn7 en los aislamientos de 
Pseudomonas. Todas las actividades se evaluaron luego de 48 hs de incubación a 28 °C, excepto para el ensayo solubilización de fosfatos que se incubó durante 
7 días. Para SVBP6, también se evaluó la producción de sideróforos y de 7-hidroxitropolona, en agar CAS [242] y por espectrometría UV-visible a partir de 
sobrenadantes de cultivo de medio King’s B [111], respectivamente. Los guiones indican no ensayado. Como controles se emplearon las cepas P. protegens 
CHA0 y su cepa deficiente en el sistema Gac-Rsm, CHA89 [243], [244]. 
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2.8.2 Antagonismo de hongos fitopatógenos 

Si bien todos los aislamientos ensayados antagonizan el crecimiento de una 

variedad de hongos fitopatógenos [145], exceptuando la cepa de referencia P. 

pergaminensis 1008, se seleccionó un solo patógeno fúngico para chequear que las 

actividades relacionadas al antagonismo no se hayan afectado por la inserción del 

cassette. Al enfrentar las versiones marcadas de los aislamientos con los patógenos M. 

phaseolina 131.2010, F. oxysporum 119.2010 y S. sclerotiorum, no se detectaron 

diferencias significativas respecto de los aislamientos salvajes (Figura 12). 

 
Figura 12. Comprobación del antagonismo de hongos fitopatógenos en placas de PDA, por los 
aislamientos salvajes (wt) y sus versiones marcadas con el cassette mini-Tn7: a) M. phaseolina 
131.2010, luego de 72 hs de incubación a 28 °C; b) F. oxysporum 119.2010, luego de 10 días de 
incubación a 28 °C; y c) S. sclerotiorum, luego de 5 días de incubación a 22 °C. En todos los casos la 
placa control que contenía únicamente micelio fúngico presentó un crecimiento máximo, cubriendo 
toda la superficie de la placa al cabo de los �empos de incubación mencionados (no mostrado). Para 
SVMP4 y RPAN1 se testearon varios clones obtenidos por conjugación, que se indican con # seguido 
de un número iden�ficatorio.  
 
 

2.8.3 Los casos particulares de 1008 y SVBP6 

Aunque las actividades PGPR de las variantes marcadas presentadas hasta aquí no 

mostraron diferencias con los aislamientos salvajes, se detectó un comportamiento 

anómalo en dos de los aislamientos ensayados durante el desarrollo de esta tesis. Tanto 

la cepa 1008 como nuestro aislamiento SVBP6, que inicialmente fueron marcados con 
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el cassette mini-Tn7-eyfp, demostraron variaciones en ciertas propiedades evaluadas. 

Durante la realización de las curvas de crecimiento en M9-glucosa y M9-trehalosa, la 

variante 1008-yfp no fue capaz de utilizar la trehalosa como fuente de carbono y energía, 

a diferencia de la cepa salvaje (no mostrado). Asimismo, la variante SVBP6-yfp vio 

disminuida su capacidad de producir 7-hidroxitropolona, uno de sus metabolitos 

principales involucrados en el antagonismo de hongos fitopatógenos [111], en 

comparación con el aislamiento original (no mostrado). Ambos aislamientos se 

marcaron nuevamente, verificando en particular las actividades anteriormente 

mencionadas. Sin embargo, no fue posible repetir algunos de los ensayos con semillas 

debido al avance de la tesis en el momento en que se detectó este comportamiento, 

sumado a la falta de disponibilidad de la variedad de semilla utilizada. Por lo tanto, se 

mencionará oportunamente cuando los resultados mostrados correspondan a 

experimentos realizados con estas variantes.  
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Discusión 
En este capítulo, en primera instancia, evaluamos las resistencias intrínsecas de 

cada cepa a los an�bió�cos seleccionados, y encontramos que nuestros aislamientos 

fueron resistentes a Cm20. La resistencia a cloranfenicol es bastante común dentro del 

género Pseudomonas, mientras que la resistencia a kanamicina es menos prevalente 

[245], [246]. Posteriormente, se comprobó la correcta inserción del transposón y la 

expresión de la proteína fluorescente (Figuras 8 y 9), demostrando la marcación exitosa 

de nuestros aislamientos con el sistema mini-Tn7. Esta herramienta se ha u�lizado en 

dis�ntas especies de Pseudomonas, como P. aeruginosa PAO1 [217], P. fluorescens DR54 

[220], P. putida KT2440 [215], P. syringae pv. tomato DC3000 [247], P. protegens Pf-5 

X940 [95], así como también en P. protegens CHA0 y su mutante gacS [64], [234]. 

Adicionalmente, la integración estable del transposón en el cromosoma bacteriano 

supone una ventaja frente a otros sistemas de marcación que u�lizan plásmidos, ya que 

otorga mayor estabilidad en ausencia de la presión de selección, lo cual es ú�l para 

estudios en la superficie de las semillas y en la rizósfera [248]. En este sen�do, nuestros 

ensayos de estabilidad del inserto no mostraron diferencias significa�vas luego de 

aproximadamente 360 generaciones en presencia y ausencia del an�bió�co (Tabla 5). 

Choi y colaboradores reportaron que la inserción es 100% estable luego de 100 

generaciones sin la presión del an�bió�co en P. aeruginosa [221]. 

En general, se asume que la expresión de las resistencias a an�bió�cos en ausencia 

de la presión de selección impacta en el desempeño de la bacteria modificada, debido a 

la alteración del funcionamiento metabólico normal de la célula y el requerimiento de 

recursos adicionales. Aun así, se ha demostrado que la integración de resistencias a 

an�bió�cos mediante el sistema Tn7, generalmente, no altera el crecimiento ni la 

compe��vidad de las cepas transformadas [217], [249]. En nuestro caso, si bien la 

introducción del cassette no modificó el fitness de nuestros aislamientos en las curvas 

de crecimiento ni las ac�vidades PGP (Figuras 10, 11 y 12), obtuvimos dos variantes que 

presentaron anomalías respecto del aislamiento salvaje (no mostrado). Mientras que la 

variante 1008-yfp no fue capaz de metabolizar la trehalosa en medio mínimo, SVBP6-yfp 

mostró una disminución en la producción de uno de sus principales metabolitos 

an�microbianos, la 7-hidroxitropolona [111]. La modificación en 1008-yfp podría tener 
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cierto impacto en los ensayos posteriores de supervivencia en semilla dado que el 

metabolismo de la trehalosa está involucrado en la tolerancia a la desecación. Por lo 

tanto, realizamos un nuevo marcaje que se comportó como la versión salvaje (Figuras 10 

y 11). Además, corroboramos que esta nueva variante, marcada con la proteína 

fluorescente cian, no mostrara diferencias en los niveles de bacterización de semillas de 

maíz, respecto de la variante defectuosa (ver Capítulo 3, Figura 14a). Por otro lado, 

aunque la alteración de SVBP6-yfp podría no ser determinante en los experimentos de 

supervivencia en semilla, es posible que influya de manera crí�ca en los ensayos de 

competencia posteriores. Por ello, también se generó una nueva variante para esta cepa 

que mostró el feno�po salvaje (Figuras 10 y 11). Alteraciones similares en las 

propiedades relacionadas con la promoción del crecimiento vegetal y el biocontrol se 

observaron en una variante marcada de otro aislamiento de nuestra colección de 

Pseudomonas en el laboratorio [250]. La variante de P. veronii RPBP2 presentó 

incapacidad de hidrolizar la caseína en el ensayo de producción de proteasas y alteración 

de su capacidad antagónica contra Fusarium graminearum in vitro, en comparación con 

la cepa salvaje. Además, evidenció mayor inestabilidad de la inserción, con porcentajes 

entre el 77% y 85%. Curiosamente, el resultado de la PCR para esta variante fue acorde 

a lo esperado, al igual que las restantes ac�vidades PGP ensayadas [250].  

 

 

Conclusiones  
En este capítulo logramos obtener las variantes marcadas de nuestros aislamientos 

de Pseudomonas, las cuales evidenciaron un comportamiento indis�nguible de sus 

respec�vas cepas salvajes. Nuestros hallazgos demuestran la importancia de llevar 

adelante las corroboraciones feno�picas de las bacterias modificadas, con el obje�vo de 

lograr efec�vamente un marcaje cromosomal silencioso. De esta forma, nos aseguramos 

que las variantes obtenidas tengan un desempeño equivalente al del aislamiento salvaje 

en los experimentos posteriores. 
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Capítulo 3: Bacterización de semillas 
y ciné�cas de decaimiento del 
inóculo 
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Introducción  
El tratamiento biológico de semillas (inoculación o bacterización, en el caso de las 

bacterias) constituye la estrategia principal para introducir PGPMs exógenos en el 

agroecosistema, replicando el proceso de aplicación de los agroquímicos [182], [251], 

[252]. Este procedimiento se basa en la colocación de cantidades relativamente altas de 

uno o más microorganismos PGPM en la espermósfera, asegurando una posición 

ventajosa para la colonización por la proximidad a la futura radícula que se desarrollará 

en la germinación [43], [253]. Los tratamientos biológicos de semillas han demostrado 

no solo mejorar la producción de distintos tipos de cultivos, sino también potenciar la 

germinación de las semillas, la emergencia y el stand de las plántulas y el control de 

enfermedades, incluso bajo diversas condiciones geográficas y climáticas [254]. Además, 

dado que estos tratamientos requieren de la aplicación de un volumen menor de 

inoculante en comparación con otros métodos [255], son los preferidos para cultivos 

extensivos que se siembran directamente en el suelo, facilitando el establecimiento de 

los microorganismos introducidos en la rizósfera y, al mismo tiempo, simplificando las 

tareas del productor agrícola [160], [251], [256].  

Los tratamientos biológicos de semillas involucran diversos procedimientos y 

técnicas. Uno de ellos es el bio-priming, que implica la imbibición de las semillas en una 

suspensión bacteriana durante un periodo de �empo determinado, con un secado 

posterior que permite iniciar la germinación, pero previene la emergencia de la radícula. 

Este �po de aproximación apunta no solo a introducir el microorganismo en la rizósfera, 

sino que también se emplea para sincronizar la germinación y mejorar la resistencia a 

estreses [257]. De hecho, el hidro-priming, que consiste en la inmersión de las semillas 

únicamente en agua antes de la inoculación, ha mostrado efectos posi�vos en el vigor 

de las plántulas y en la produc�vidad en ensayos a campo, tanto en condiciones óp�mas 

como bajo condiciones ambientales adversas, como las altas temperaturas, sequías o 

salinidad [258]. No obstante, debido a la gran can�dad de líquido requerida, los métodos 

de priming no suelen u�lizarse en cul�vos extensivos [251].  

El recubrimiento de semillas (seed coating) es otra de las estrategias u�lizadas, que 

consiste en la aplicación externa de materiales, los cuales forman una capa más o menos 

con�nua en la superficie de las semillas pudiendo o no modificar la forma, el peso y el 
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tamaño de las mismas. En el recubrimiento �po film (film coating), a diferencia del bio-

priming, el inóculo bacteriano se aplica como una suspensión líquida en pequeñas 

can�dades, junto con un adyuvante que actúa como adhesivo. De esta forma, se logra 

generar una capa muy delgada en la superficie de la semilla sin alterar su forma y 

tamaño, a diferencia de otros tratamientos como la pele�zación (seed pelleting) [259], 

[260]. Dado que la tecnología asociada a estas herramientas ha sido desarrollada 

principalmente para inoculantes basados en rizobios para leguminosas [163], [261], 

existe poca información sobre la aplicación de Pseudomonas en semillas de cul�vos 

extensivos y, en par�cular, en semillas no desinfectadas. Adicionalmente, debido al 

creciente interés por las semillas pre-inoculadas y el impacto de los procesos de 

desecación sobre los microorganismos inoculados [182], es necesario evaluar la 

capacidad de los aislamientos candidatos de Pseudomonas de permanecer viables en 

semillas bacterizadas, en pos del desarrollo de un nuevo bioinsumo. Con base en estos 

antecedentes, en este capítulo se propone: 

• Analizar los niveles de bacterización alcanzados por nuestros aislamientos de 

Pseudomonas luego de la inoculación en semillas no desinfectadas. 

• Monitorear la sobrevida de cada aislamiento en semillas pre-inoculadas, 

u�lizando diferentes adi�vos. 

• Evaluar los niveles de bacterización luego de la pre-hidratación de las semillas. 
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Materiales y Métodos  

3.1 Bacterización y recuperación de las bacterias a par�r de las semillas 

En este capítulo se llevó a cabo la bacterización de semillas de maíz, trigo y soja 

con una posterior recuperación de las bacterias adheridas, para determinar la presencia 

o ausencia de los microorganismos previamente aplicados por métodos dependientes 

de cultivo.  

Para preparar la mezcla de inoculación, las variantes marcadas de Pseudomonas 

se crecieron en Erlenmeyers con medio NYB suplementado con el antibiótico 

correspondiente, en una proporción de 5:1 respecto del volumen del frasco, a 200 rpm 

y 28 °C durante 16 horas. Seguidamente, las bacterias se centrifugaron a 2600 g y 4 °C 

durante 10 minutos. El pellet se lavó dos veces con SS. Para la inoculación de las semillas, 

se utilizaron suspensiones bacterianas normalizadas (DO600 = 1,0 en SS), que se 

cuantificaron mediante recuento por gota en medio NA con el antibiótico del cassette 

mini-Tn7, para chequear el número de células viables. Las semillas sin desinfectar se 

inocularon siguiendo la dosis recomendada por la empresa Rizobacter Argentina S.A 

(RASA) al momento de iniciar los experimentos para su producto Rizofos®. Para maíz 

(variedad KM 8701 VIP3) se aplicó una dosis de 7 ml/kg de semillas, para trigo (variedad 

Baguette 550 y Baguette 620) se aplicó una dosis de 10 ml/kg y para soja (variedad 13-

146), una dosis de 0,5 ml/kg. Se evaluó, además, la bacterización en presencia o ausencia 

del aditivo comercial Premax® de RASA, un protector microbiano que mejora la adhesión 

a la semilla y brinda protección frente a estreses ambientales [262]. En maíz la mezcla 

de inoculación se preparó con 2 ml/kg del aditivo y 5 ml/kg de la suspensión bacteriana 

normalizada; mientras que para trigo y soja se siguió la proporción de 1 ml/kg del aditivo 

y 4 ml/kg de la suspensión bacteriana. En el tratamiento control, el volumen del aditivo 

se reemplazó con SS. El volumen total correspondiente de cada mezcla de inoculación 

se agregó a las semillas y se agitó de forma manual durante 1,5 minutos vigorosamente 

(Figura 13). 

Inmediatamente después de la inoculación, se recuperaron las bacterias adheridas 

a las semillas, y se cuantificaron en placas de medio selectivo Gould’s S1, con el 

antibiótico correspondiente (de aquí en adelante “día 0”). Para ello, 5 g de semillas de 

maíz se resuspendieron en 15 ml de SS en tubos Falcon estériles de 50 ml, mientras que 
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para trigo y soja 2 g de semillas se resuspendieron en 8 ml de SS. Después de la agitación 

en un vórtex por 10 segundos a máxima potencia, los tubos se sumergieron durante 10 

minutos en un baño de sonicación (40 kHz, 160 W, Testlab TB04, Argentina), ambos 

procedimientos para promover el desprendimiento de bacterias de la superficie de las 

semillas, y la dispersión de agregados bacterianos. Los tubos se centrifugaron a 50 × g a 

temperatura ambiente durante 1 minuto para eliminar el material grueso, y luego el 

sobrenadante conteniendo las bacterias se transfirió a tubos estériles de 50 ml. 

Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas y se sembró por triplicado en placas 

de Gould’s S1 con antibiótico, para cuantificar las Pseudomonas cultivables recuperadas 

de las semillas, por el método de recuento en gota [263]. 

 

3.1.1 Cinéticas de decaimiento de la bacterización 

Se realizaron cinéticas de decaimiento del inóculo hasta 4 días post-inoculación 

(dpi), en las cuales diariamente se recuperaron y cuantificaron las bacterias a partir de 

las semillas (Figura 13). Durante este período, las semillas se colocaron dentro de bolsas 

termo-selladas y se incubaron en una cámara de crecimiento de plantas (Ingelab 

Argentina, I-501 PF) en oscuridad, con ciclos de temperatura de 24 °C a 13 °C (16-8 hs, 

respectivamente). Como control del decaimiento intrínseco del inóculo por las 

condiciones de almacenamiento, evaluamos la viabilidad de la suspensión bacteriana 

inicial que se empleó para realizar la mezcla de inoculación (DO600 = 1,0 en SS) mediante 

recuentos diarios en placas de NA con el antibiótico correspondiente, durante los 5 días 

de duración de las cinéticas. La suspensión bacteriana se conservó bajo las mismas 

condiciones de almacenamiento que las semillas inoculadas. También evaluamos el 

efecto de la bacterización de las semillas sobre la germinación, colocando algunas 

semillas de cada muestra en placas de agar agua al 1% p/v, y contando las semillas 

germinadas respecto del total de semillas sembradas. En aquellos casos en los que aún 

se recuperaron células viables a los 4 dpi, se extendió el período de evaluación de la 

bacterización. Para trigo, se llevaron a cabo cinéticas de hasta 4 semanas de duración, 

recuperando las bacterias adheridas a las semillas una vez por semana. En el caso de 

soja, las cinéticas se realizaron hasta 2 semanas post-inoculación (spi), procesando las 

semillas también una vez por semana (Figura 13). 

 



Tesis Doctoral  Melani Lorch 

77 
 

 

Figura 13. Esquema general utilizado para la bacterización de las semillas, y la posterior recuperación 
de las bacterias adheridas a las mismas. Los aditivos empleados variaron según el caso, e incluyeron 
el protector comercial Premax® (RASA), trehalosa, PVP, la combinación de trehalosa con PVP, glicerol 
y sacarosa. 
 

3.1.2 Evaluación de otros aditivos 

Cuando el aditivo comercial Premax® no mejoró los niveles de bacterización de las 

semillas, se evaluaron otras soluciones con comprobada actividad protectora en otros 

sistemas: trehalosa 1M (Tre) [175], polivinilpirrolidona (PVP) 1,5 % p/v [175], [264], la 

combinación de trehalosa y PVP (Tre+PVP), glicerol 20% p/v [264] y sacarosa 20% p/v 

[265]. La proporción entre la suspensión bacteriana y el aditivo se basó en las 

anteriormente mencionadas para cada semilla (5 ml/kg para la suspensión bacteriana y 

2 ml/kg para el aditivo en maíz; y 4 ml/kg para la suspensión bacteriana y 1 ml/kg para 

el aditivo en trigo y soja). La inoculación se llevó a cabo con el mismo procedimiento ya 

descrito en la sección 3.1. 

 

3.1.3 Bacterización de semillas pre-hidratadas 

Para evaluar si el contenido de agua de las semillas tiene influencia en los niveles 

de bacterización, se inocularon las semillas después de hidratarlas con 250 ml de agua 

desionizada estéril. Para maíz y trigo, las semillas se hidrataron durante 16 horas a 120 

rpm [266], [267], y para soja, las semillas se hidrataron durante 2 horas a 120 rpm [268]. 
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Luego del pre-tratamiento de hidratación, se secaron en papel absorbente para eliminar 

el excedente de agua, y seguidamente se inocularon con el procedimiento descrito en 

la sección 3.1, con y sin la adición de Premax®. Dado que la hidratación (imbibición) de 

las semillas acelera el proceso de germinación [269], la recuperación de las bacterias a 

partir de las mismas solo se realizó inmediatamente después de la inoculación (día 0), 

mediante recuento por gota en medio selectivo, como se explicó anteriormente en la 

sección 3.1. 

 

3.2 Análisis estadís�cos 

En los ensayos de recuperación de las bacterias a partir de las semillas se utilizaron 

tres réplicas por día (n = 3). Se realizaron recuentos de UFC en medio Gould’s S1, por 

triplicado para cada réplica. Los valores de UFC fueron transformados con la fórmula 

log10(x + 50) antes de los análisis estadísticos, para contemplar los valores nulos en la 

transformación [81]. El análisis de varianza (ANOVA) o el test no paramétrico de Kruskal-

Wallis se llevaron a cabo cuando fue apropiado, seguidos de las pruebas de "Diferencia 

Menos Significativa" (LSD-Fisher) o el test de Dunn sin corrección para evaluar 

diferencias significativas entre los valores, mediante el software GraphPad Prism V. 8.00. 

La estadística se realizó con un nivel de significancia de p < 0,05. Los incrementos entre 

los distintos tratamientos fueron calculados empleando los valores de UFC sin 

logaritmizar. Por otro lado, el monitoreo de las suspensiones bacterianas empleadas en 

la bacterización durante las condiciones de almacenamiento se analizó con el post-test 

de Tukey, y un p < 0,05.  
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Resultados  

3.3 Bacterización de semillas de maíz, trigo y soja 

Una vez obtenidas las variantes marcadas a partir de los aislamientos de 

Pseudomonas fue posible realizar ensayos en condiciones no axénicas, similares a una 

situación a campo. De esta manera, se analizaron los niveles de bacterización de semillas 

sin desinfectar por recuentos en placa en medio selectivo para Pseudomonas, con los 

antibióticos adecuados para cada cassette Tn7. 

 

3.3.1 Recuperación de las bacterias adheridas a las semillas a día 0 

La evaluación de los niveles de bacterización de las semillas de maíz 

inmediatamente después de inocular demostró que la incorporación del adi�vo 

Premax® en las suspensiones bacterianas tuvo un efecto posi�vo en la recuperación de 

las bacterias cul�vables. La adición del protector comercial mejoró significa�vamente la 

recuperación de todos los aislamientos a par�r de las semillas, cuando se comparó con 

el tratamiento sin adi�vo (Figura 14). Sin embargo, este aumento fue de diferente 

magnitud según el aislamiento, con una variación de 3,2× a 36,4×, sugiriendo un efecto 

de protección y/o adhesión del Premax® par�cular sobre las diferentes células 

bacterianas. Los aislamientos RBAN4-yfp y RPAN1-yfp mostraron valores más altos de 

recuperación respecto de la cepa de referencia 1008-yfp en presencia del adi�vo, 

mientras que solo RBAN4-yfp superó el valor de 1008-yfp en ausencia del adi�vo (Figura 

15). Contrariamente, SVMP4-yfp mostró niveles más bajos de bacterización que la cepa 

de referencia 1008-yfp, con y sin adi�vo (Figuras 14 y 15). Debido a esto úl�mo, se 

testearon diferentes compuestos para SVMP4-yfp con potencial efecto protector y/o 

adhesivo, con el obje�vo de mejorar la bacterización. Se observó que todos los adi�vos 

probados mejoraron la recuperación de SVMP4-yfp en las semillas de maíz, siendo 

trehalosa, glicerol y la combinación de trehalosa con PVP los que mostraron los valores 

más altos de bacterización (9,7×; 9,4×; 11× respec�vamente), al comparar con el control 

sin adi�vo (Figura 14b). Para el aislamiento SBVP6-mche también se testeó la 

combinación de trehalosa con PVP, la cual mostró un incremento del 25,6× respecto del 

control sin adi�vo, pero fue indis�nto del agregado de Premax® a día 0 (Figura 14c). Cabe 

destacar que, luego de detectar la deficiencia en el uso de la trehalosa como nutriente 
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en la cepa 1008-yfp, se comprobó que la nueva variante obtenida, 1008-cfp, mostrase 

valores similares a la anterior en la recuperación a día 0 con la variedad KM 87 VIP3 

(Figura 14a). 

 

 

 

Figura 14. Variabilidad en los niveles de bacterización 
de semillas de maíz y efecto de dis�ntos adi�vos sobre 
la recuperación de nuestros aislamientos de 
Pseudomonas en el día de la inoculación (día 0). Los 
datos mostrados corresponden a los valores de UFC 
transformados con la fórmula log10(x+50), donde x es 
el valor de UFC correspondiente. Se expresa el valor 
por gramo de semilla. La línea de base indica el valor 
log10 correspondiente a la ausencia de UFC. Los 
números sobre las barras indican el incremento en la 
recuperación bacteriana de los tratamientos con 
adi�vo respecto de su control correspondiente. a) 
Recuperación de las Pseudomonas cul�vables a par�r 
de semillas de maíz inoculadas en presencia (  ) o 
ausencia (  ) del protector comercial Premax®. Los 
asteriscos indican diferencias estadís�camente 
significa�vas entre los tratamientos con o sin Premax® 
(ANOVA con LSD-Fisher; * indica p < 0,05; ** indica p < 
0,01; *** indica p < 0,001; **** indica p < 0,0001). b) 
Efecto de los diferentes adi�vos en la recuperación de 
SVMP4-yfp de semillas de maíz bacterizadas. Letras 
diferentes indican diferencias estadís�camente 
significa�vas (ANOVA con LSD-Fisher, p < 0,05). c) 
Efecto de los diferentes adi�vos en la recuperación de 
SVBP6-mche de semillas de maíz bacterizadas. Letras 
diferentes indican diferencias estadís�camente 
significa�vas (ANOVA con LSD-Fisher, p < 0,05). 
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Estas diferencias observadas en los niveles de bacterización de semillas de maíz 

variedad KM 8701 VIP3 fueron similares a las obtenidos en ensayos preliminares en otra 

variedad de maíz (SY860 TD/TG C18M Syngenta; Tabla 7), lo cual refuerza la idea de que 

algunos aislamientos son capaces de adherirse con mayor o menor eficiencia a la 

superficie de este �po de semillas, sin importar la variedad. Aun así, se detectaron 

algunas variaciones en los niveles de bacterización alcanzados respecto del híbrido KM 

8701 VIP3, ya que la recuperación de RBAN4-yfp igualó a la de 1008-yfp; y los valores 

obtenidos para RPAN1-yfp fueron más bajos que los de 1008. En esta variedad de semilla 

Tabla 7. Niveles de bacterización en semillas de maíz de la variedad SY860 
TD/TG C18M Syngenta 
  Log10 (UFC+50)/g de semilla de maíz (variedad SY860) 

  Sin Premax® Con Premax® 
  Prom. SD ANOVA Prom. SD ANOVA 
RBAN4-yfp 4,15 0,44 a 4,97 0,21 A 
RPAN1-yfp 2,83 1,03 b 4,02 0,30 B 
SMMP3-yfp 2,65 0,28 b 3,47 0,44 C 
SPAN5-cfp 2,99 0,47 b 4,18 0,41 B 
SVMP4-yfp 2,32 0,17 bc 3,30 0,08 CD 
SVBP6-yfp 1,76 0,13 c 2,79 0,74 D 
1008-yfp 2,97 0,28 b 4,96 0,30 A 
Prom. = valor promedio de las réplicas. Cada tratamiento fue analizado por 
separado con ANOVA, con LSD Fisher (p < 0,05). 

 

Figura 15. Comparación entre los 
niveles de bacterización alcanzados 
en semillas de maíz por nuestros 
aislamientos de Pseudomonas a día 0, 
en presencia o ausencia del protector 
comercial Premax®. La línea de base 
indica el valor 0 de UFC (log10). Las 
barras de la izquierda (  ) 
corresponden a los niveles de 
bacterización de los aislamientos 
inoculados en presencia de Premax® 
y las barras de la derecha (  ) 
corresponden a la recuperación sin 
Premax®. Los asteriscos indican 
diferencias estadís�camente 
significa�vas respecto de la cepa de 
referencia 1008-yfp, dentro de cada 
tratamiento (ANOVA con LSD-Fisher; 
* indica p < 0,05; ** indica p < 0,01; 
*** indica p < 0,001; **** indica p < 
0,0001). 
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la adición de Premax® resultó significa�va en todos los casos, al realizar un ANOVA con 

LSD Fisher, p < 0,05. 

Los resultados en semillas de trigo en el día de la inoculación evidenciaron una 

recuperación más pareja entre aislamientos, que además resultó significa�vamente 

mayor respecto de los niveles obtenidos en semillas de maíz (Figura 16). Esta diferencia 

se observó en todos los aislamientos, exceptuando a RBAN4-yfp y RPAN1-yfp, dado que 

sus recuentos por gramo de trigo con y sin Premax® no lograron superar los obtenidos 

por gramo de semillas de maíz con Premax® (Tabla 8). Contrariamente a lo visto en maíz, 

la adición del protector comercial Premax® no produjo un aumento en la recuperación 

de los aislamientos respecto del control sin adi�vo (Figura 16 y Tabla 11). Esto se debe a 

que los recuentos a par�r de semillas inoculadas con suspensiones bacterianas en SS, 

sin ningún protector, ya fueron altos (Figura 16): si comparamos los porcentajes de UFC 

recuperadas a par�r de las semillas de maíz y trigo inoculadas sin Premax® se observan 

valores entre 4 y 296 veces superiores para trigo. Sin embargo, los porcentajes de UFC 

recuperadas cuando la inoculación se realizó con Premax® en ambas semillas fueron 

similares (Tablas 10 y 11).  

Figura 16. Variabilidad en los niveles de bacterización de semillas de trigo y efecto de los adi�vos 
sobre la recuperación de los aislamientos a par�r de semillas de trigo bacterizadas, en el día 0 de 
inoculación. Se muestra la recuperación de las Pseudomonas cul�vables a par�r de semillas de trigo 
inoculadas en presencia de trehalosa y PVP ( ), Premax® ( ) y ausencia de adi�vo ( ). Los números 
sobre las barras indican el incremento en la recuperación bacteriana de los tratamientos con adi�vo 
respecto de su control con SS. Los asteriscos indican diferencias estadís�camente significa�vas entre 
los tratamientos, respecto del control sin adi�vo (ANOVA con LSD-Fisher; *** indica p < 0,001; **** 
indica p < 0,0001). 
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Dado que se habían visto resultados sa�sfactorios en maíz (Figuras 14b y 14c), se 

testeó el desempeño de la combinación de trehalosa con PVP para todos los casos, con 

el obje�vo de mejorar la recuperación. Solo se evidenció un incremento en los niveles 

de recuperación u�lizando como adi�vo la mezcla de trehalosa y PVP para los 

aislamientos RPAN1-yfp, SPAN5-cfp y SVMP4-yfp (2,0×; 2,6×; 2,3×; respec�vamente), 

respecto de su control correspondiente (Figura 16). Por otro lado, las cepas SVBP6-yfp y 

SVMP4-yfp mostraron los valores más bajos de recuperación de toda la colección, siendo 

significa�vamente menores al compararlos con la cepa de referencia 1008-cfp, en todos 

los tratamientos (Figura 17). Este desempeño también se había observado en las semillas 

de maíz para SVMP4-yfp, e incluso para los recuentos de SVBP6-mche en ausencia del 

protector comercial (Figura 15). Es interesante mencionar que el aislamiento RPAN1-yfp 

igualó el nivel de bacterización de 1008 con la adición de trehalosa y PVP, mientras que 

SPAN5-cfp lo superó, siendo esta mezcla de adi�vos la más adecuada para estas dos 

cepas en semillas de trigo (Figura 17).   

 

El comportamiento de los aislamientos en semillas de soja a día 0 fue homogéneo 

entre cepas (Figura 18a), análogamente a lo visto en semillas de trigo, aunque en líneas 

generales la recuperación a par�r de soja fue cuan�ta�vamente menor que la obtenida 

para semillas de trigo (Tabla 8). Además, si se comparan los niveles de bacterización a 
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Figura 17. Comparación entre 
los niveles de bacterización 
alcanzados en semillas de trigo 
por los aislamientos de 
Pseudomonas a día 0, sin 
adi�vo (  ), con el adi�vo 
comercial Premax® ( ) o con la 
combinación de trehalosa y 
PVP ( ). Los asteriscos indican 
diferencias estadís�camente 
significa�vas respecto de la 
cepa de referencia 1008-cfp, 
dentro de cada tratamiento 
(ANOVA con LSD-Fisher; * 
indica p < 0,05; ** indica p < 
0,01; *** indica p < 0,001; **** 
indica p < 0,0001). 

 



Tesis Doctoral  Melani Lorch 

84 
 

día 0 con respecto a maíz, es posible notar que la recuperación en soja fue levemente 

mayor, salvo para RBAN4-yfp y RPAN1-yfp con Premax® (Tabla 8). Por otro lado, es 

importante destacar el impacto posi�vo y significa�vo del protector comercial Premax® 

en la bacterización de las semillas de soja para todos los aislamientos respecto del 

control sin adi�vo, excepto para SVBP6-mche (Figura 18a). Esta mejora implicó una 

recuperación entre 1,8× y 6× veces más de bacterias en presencia del adi�vo comercial. 

 

Como se mencionó anteriormente, el desempeño del aislamiento SVBP6-mche en 

presencia del protector Premax® fue equivalente estadís�camente a su control sin 

adi�vo. Por lo tanto, para intentar mejorar los niveles de bacterización se ensayaron 

otros compuestos con efecto protector (Figura 18b). Si bien la trehalosa y el glicerol 

mostraron una tendencia a mejorar la bacterización, no hubo un incremento significa�vo 

en la can�dad de UFC obtenidas a par�r de las semillas de soja con ninguno de los 

compuestos probados. 
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Figura 18. Variabilidad en los niveles de bacterización de semillas de soja y efecto de la u�lización de 
adi�vos sobre la recuperación de los aislamientos de Pseudomonas, a día 0. a) Recuperación de las 
Pseudomonas cul�vables de las semillas de soja inoculadas en presencia (  ) o ausencia (  ) del 
protector comercial Premax®. Los asteriscos indican diferencias estadís�camente significa�vas entre 
los tratamientos con o sin Premax® (ANOVA con LSD-Fisher, * indica p < 0,05; ** indica p < 0,01; *** 
indica p < 0,001; **** indica p < 0,0001). b) Impacto de los diferentes adi�vos en la recuperación de 
SVBP6-mche de semillas de soja bacterizadas. Letras diferentes indican diferencias estadís�camente 
significa�vas (ANOVA con LSD-Fisher; p < 0,05). 
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Aunque en soja se evidenciaron niveles de bacterización más parejos entre las 

dis�ntas cepas, SVMP4-yfp fue el único aislamiento que obtuvo una recuperación 

significa�vamente más baja respecto de 1008-cfp, en presencia y ausencia de Premax® 

(Figura 19). Por su parte, SVBP6-mche tampoco logró alcanzar los niveles de la cepa de 

referencia con Premax®, a pesar de que sin Premax® sí lo había igualado. El resto de los 

aislamientos igualaron el nivel de bacterización alcanzado por 1008-cfp con el uso del 

protector comercial (Figura 19). 

 

 

Tabla 8. Niveles de bacterización (Log10 (UFC+50)/g) en semillas de maíz, trigo y soja  

  Maíz Trigo Soja 
  Sin Premax® Con Premax® Sin Premax® Con Premax® Sin Premax® Con Premax® 
  Prom. SD Prom. SD Prom. SD Prom. SD Prom. SD Prom. SD 

RBAN4-yfp 3,89 cd 0,29 5,31 a 0,07 4,86 ab 0,17 4,87 ab 0,24 3,89 d 0,21 4,70 bc 0,13 
RPAN1-yfp 3,52 b 0,33 4,77 a 0,12 4,88 a 0,47 4,87 a 0,28 3,96 b 0,19 4,38 ab 0,31 
SMMP3-yfp 3,19 c 0,13 3,73 bc 0,11 4,90 a 0,22 4,98 a 0,12 3,80 bc 0,22 4,38 b 0,11 
SPAN5-cfp 3,43 c 0,21 4,01 bc 0,21 4,75 a 0,32 4,62 a 0,17 3,78 bc 0,34 4,32 ab 0,19 
SVMP4-yfp 2,56 d 0,16 3,02 cd 0,31 3,98 ab 0,15 4,06 a 0,14 3,14 cd 0,20 3,51 bc 0,20 
SVBP6-mche/yfp 2,36 c 0,40 3,45 bc 1,02 4,60 a 0,33 4,70 a 0,21 4,02 b 0,46 4,18 bc 0,13 

1008-cfp/yfp 3,05 b 0,26 4,04 b 0,03 4,92 a 0,13 5,01 a 0,23 4,17 b 0,34 4,54 b 0,20 
Prom. = valor promedio de las réplicas. Cada aislamiento fue analizado por separado con Kruskal-Wallis, considerando el 
efecto de la interacción semilla × tratamiento, con un p < 0,05. La variante SVBP6-yfp se u�lizó en los ensayos de maíz y 
trigo, mientras que 1008-yfp solo en maíz. 
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Figura 19. Comparación entre los 
niveles de bacterización alcanzados 
en semillas de soja por los 
aislamientos de Pseudomonas a día 
0, en presencia ( ) o ausencia ( ) del 
protector comercial Premax®. La 
línea de base indica el valor 0 de UFC 
(log10). Los asteriscos indican 
diferencias estadís�camente 
significa�vas respecto de la cepa de 
referencia 1008-cfp, dentro de cada 
tratamiento (ANOVA con LSD-Fisher; 
* indica p <0,05; ** indica p < 0,01; 
*** indica p < 0,001; **** indica p < 
0,0001). 
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3.3.2 Cinéticas de decaimiento de la bacterización 

Con el obje�vo de realizar un seguimiento de los niveles de bacterización 

alcanzados por nuestros aislamientos de Pseudomonas en cada una de las semillas, se 

estudió la caída en la recuperación de las bacterias cul�vables a par�r de las mismas 

hasta 4 días post-inoculación. Nuevamente, se ensayó el efecto del adi�vo comercial 

Premax® para todas las cepas y se probaron, además, aquellos que mostraron un buen 

desempeño en la recuperación a día 0.  

En cuanto a las ciné�cas de maíz, RBAN4-yfp mostró los valores más altos de 

recuperación, con un efecto posi�vo y significa�vo del Premax® durante todo el 

experimento (Figura 20). La cepa de referencia 1008-yfp se comportó de manera similar, 

aunque la recuperación fue más baja (Figura 20). Para el resto de los aislamientos el 

efecto del protector Premax® fue observado únicamente el día de la inoculación (día 0) 

mientras que, en los días siguientes, los recuentos de UFC mostraron un decaimiento 

que resultó estadís�camente indis�nguible de la presencia o ausencia del Premax® 

(Figura 20). Este patrón fue evidente incluso para RPAN1-yfp, que inicialmente mostró 

un nivel de bacterización mayor a día 0, pero decayó más rápidamente que 1008-yfp en 

los días posteriores (Figura 20). Para SVBP6-mche se observaron niveles heterogéneos 

de bacterización en el día 0 y una posterior caída en la recuperación, siendo 

prác�camente indetectable luego del día 1 post-inoculación. Por otro lado, tanto para 

este aislamiento como para SVMP4-yfp, la presencia de la combinación de trehalosa y 

PVP mejoró la recuperación, pero solo para SVMP4 logramos obtener colonias hasta 4 

dpi. El uso del glicerol en esta cepa mejoró los recuentos hasta 1 dpi. 

En contraposición a lo observado en maíz, las semillas de trigo mostraron mayores 

niveles de bacterización que se mantuvieron constantes durante los 5 días de duración 

del ensayo, tanto en presencia como en ausencia de adi�vos (Figura 21). De esta forma, 

el número de bacterias recuperadas a par�r de las semillas permaneció estable para 

todos los aislamientos (Figura 21). Par�cularmente, las cepas RBAN4-yfp y SMMP3-yfp 

no evidenciaron mejoras en la bacterización por la adición del protector comercial 

Premax® en ninguno de los �empos de almacenamiento ensayados. No obstante, este 

adi�vo y la combinación de trehalosa con PVP impactaron posi�vamente en la 

recuperación tanto de RPAN1-yfp como de SPAN5-cfp, a lo largo de todo experimento 

(Figura 21). En el caso de 1008-cfp y SBVP6-yfp, el Premax® aumentó significa�vamente  
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Figura 20. Ciné�cas del decaimiento de la 
bacterización de los aislamientos de 
Pseudomonas en semillas de maíz, desde 
el día 0 al día 4 post-inoculación (dpi) con 
o sin (  ) uso de adi�vos durante la 
inoculación. El tratamiento con Premax® 
se indica en naranja ( ). Para SVMP4-yfp y 
SVBP6-mche, el tratamiento con Tre+PVP 
se indica en amarillo ( ) y el tratamiento 
con glicerol en gris ( ), este úl�mo solo en 
SVMP4-yfp. Los asteriscos indican 
diferencias estadís�camente significa�vas 
entre el adi�vo de su mismo color y el 
tratamiento control, en un mismo día 
(ANOVA de dos vías con LSD-Fisher; * 
indica p <0,05; ** indica p < 0,01; *** 
indica p < 0,001).  
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la recuperación de estos aislamientos, siendo efec�vo a par�r del 2° dpi para SVBP6, y 

durante toda la ciné�ca para 1008. SVMP4-yfp también mostró un incremento con la 

mezcla de trehalosa con PVP, aunque únicamente en el día 0. Luego, los recuentos se 

emparejaron con los otros adi�vos y el control, manteniéndose constantes en los días 

posteriores (Figura 21). Dado que observamos que los niveles de bacterización 

comenzaban a mostrar un leve decaimiento al 2° o 3° dpi, específicamente para las cepas 

RPAN1-yfp, SPAN5-cfp, SMMP3-yfp y SVMP4-yfp sin adi�vo; y que además los recuentos 

al 4° dpi fueron altos, se decidió ensayar estas ciné�cas durante 4 semanas, procesando 

las semillas una vez por semana. 

Los resultados de las cinéticas a largo plazo evidenciaron una disminución en la 

recuperación bacteriana a partir de la semana 1 en todos los casos, la cual no había 

podido advertirse en las cinéticas hasta 4 dpi (Figura 22). A su vez, fue notorio el efecto 

positivo del aditivo comercial Premax® a largo plazo, ya que se observó una mejora en 

los niveles de recuperación de los aislamientos RBAN4-yfp, SVMP4-yfp y de la cepa de 

referencia 1008-cfp con este protector a lo largo del experimento (Figura 22). Es 

interesante mencionar que SVMP4-yfp, a pesar de mostrar niveles bajos de 

bacterización, logró sostener esos valores en las muestras con y sin aditivo durante las 

4 semanas evaluadas. Efectivamente, para las inoculaciones sin aditivo de SVMP4-yfp, 

observamos una disminución menos pronunciada que para otras cepas que habían 

mostrado números más altos de UFC en el día 0 (Figura 22). La bacterización con esos 

aislamientos decayó de tal manera que los recuentos fueron muy bajos o nulos a partir 

de la 2° o 3° spi. Solo en el caso de los aislamientos RPAN1-yfp y SPAN5-cfp, el protector 

comercial resultó beneficioso en la 1° y 2° spi. Por ello se decidió testear el desempeño 

de la adición de trehalosa con PVP (Figura 22). Esta mezcla logró mejorar el desempeño 

de todos nuestros aislamientos pertenecientes al grupo de P. chlororaphis: RPAN1-yfp, 

SPAN5-cfp y SMMP3-yfp. Para los dos primeros, el mejoramiento se vio en la 1° y 2° spi 

al igual que con Premax®. Por su parte SPAN5-cfp también mostró un incremento en el 

día 0, mientras que RPAN1-yfp superó el desempeño del protector comercial con esta 

combinación en la 3° spi. El agregado de trehalosa y PVP en la mezcla de inoculación 

para SMMP3-yfp evidenció un marcado aumento en la bacterización en todas las 

semanas, siendo significativo para las semanas 2, 3 y 4. SMMP3-yfp tratado con 

trehalosa y PVP, junto con RBAN4-yfp, SVMP4-yfp y 1008-cfp con y sin aditivo, fueron 
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Figura 21. Ciné�cas del decaimiento de la 
bacterización de los aislamientos de 
Pseudomonas en semillas de trigo, desde 
el día 0 al día 4 post-inoculación (dpi), con 
o sin (  ) uso de adi�vos durante la 
inoculación. El tratamiento con Premax® 
se indica en naranja ( ) y el tratamiento 
con Tre+PVP se indica con amarillo (  ). 
Los asteriscos indican diferencias 
estadís�camente significa�vas entre el 
adi�vo correspondiente (indicado por el 
color de los mismos) y el tratamiento 
control para cada día ensayado (ANOVA 
de dos vías con LSD-Fisher; * indica p 
<0,05; ** indica p < 0,01; *** indica p < 
0,001; **** indica p < 0,0001).  
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Figura 22. Ciné�cas del decaimiento de la 
bacterización de los aislamientos de 
Pseudomonas en semillas de trigo, desde 
el día 0 a la semana 4 post-inoculación 
(spi), con o sin ( ) uso de adi�vos durante 
la inoculación. El tratamiento con 
Premax® se indica en naranja (  ) y el 
tratamiento con Tre+PVP se indica con 
amarillo (  ). Los asteriscos indican 
diferencias estadís�camente significa�vas 
entre el adi�vo correspondiente (indicado 
por el color de los mismos) y el 
tratamiento control para cada �empo 
ensayado (ANOVA de dos vías con LSD-
Fisher, * indica p <0,05; ** indica p < 0,01; 
*** indica p < 0,001; **** indica p < 
0,0001).  
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los aislamientos que lograron ser detectados hasta el final del ensayo (Figura 22). Por 

último, el aislamiento SVBP6-mche mostró un decaimiento rápido con todos los 

tratamientos, indistinguible del control sin aditivo, excepto en la 1° spi para la mezcla de 

trehalosa y PVP, y en la 3° spi para el aditivo comercial Premax® (Figura 22).  

El efecto beneficioso de la incorporación de Premax® al inocular semillas de soja 

se mantuvo durante las cinéticas de 4 dpi, para todos los aislamientos (Figura 23). De 

esta forma los niveles de bacterización de nuestras cepas en esta semilla mostraron una 

amplia diferencia a favor del protector comercial, con una caída leve en la recuperación 

al transcurrir los días de experimento (Figura 23). En conjunto, los aislamientos en 

semillas de soja mostraron niveles de bacterización y permanencia intermedios respecto 

de las otras semillas testeadas: los recuentos fueron más sostenidos que en maíz, pero 

con un decaimiento mayor que el observado en trigo (Figuras 20, 21 y 23). El aislamiento 

RBAN4-yfp y la cepa de referencia 1008-cfp mostraron patrones prácticamente 

equivalentes en semillas de soja, llegando a valores muy similares de UFC recuperadas 

tanto en el control como en el tratamiento con aditivo. Estos recuentos fueron los más 

altos que se obtuvieron en el ensayo para cada tratamiento. En cuanto a SVMP4-yfp, 

esta cepa mostró niveles de recuperación bajos, aunque constantes hasta 4 dpi, al igual 

que como sucedió con trigo (Figuras 21 y 23). El desempeño de la cepa SVBP6-mche se 

asemejó al observado en semillas de maíz, con recuentos prácticamente nulos al 2° dpi 

en el tratamiento sin aditivo. Sin embargo, en este caso el agregado de Premax® mejoró 

notoriamente la bacterización, logrando recuperar células durante todo el ensayo, 

aunque en el día 0 no se había observado un incremento significativo en la recuperación 

con el aditivo (Figura 23). Se decidió ensayar, además del Premax®, la combinación de 

trehalosa y PVP que, aunque no dio buenos resultados a día 0, había mostrado mejoras 

en la bacterización de las otras semillas (Figura 18b). Como se observa en la Figura 23, 

el agregado de esta mezcla a la suspensión de inoculación no se diferenció del control 

sin aditivo durante el experimento. 

Dado que aún se lograban recuperar células al 4° dpi en semillas de soja, se 

llevaron a cabo cinéticas más largas para comprobar si nuestras cepas de Pseudomonas 

eran capaces de mantenerse hasta 2 semanas post-inoculación (Figura 24). Cabe 

destacar que este experimento no se realizó con SVBP6-mche porque, como se observa 

en la Figura 23, no se detectaron colonias a 4 dpi en el tratamiento control, y los 
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recuentos en presencia de aditivo fueron bajos. Los resultados para las cinéticas a 15 

días en semillas de soja revelaron una disminución en la bacterización para todas las 

cepas ensayadas, mucho más marcada que lo observado a 4 dpi. Incluso, en la primer 

semana post-inoculación, los recuentos sin aditivo fueron casi nulos para nuestros 

representantes del grupo de P. chlororaphis, SMMP3-yfp, RPAN1-yfp, SPAN5-cfp; y 

fueron muy bajos también para SVMP4-yfp (Figura 24). En cuanto al protector comercial, 

éste demostró ser efectivo hasta 2 spi donde los niveles de bacterización fueron 

significativamente más altos que en ausencia del mismo, excepto para SPAN5-cfp, para 

la cual no se recuperaron colonias; y para SVMP4-yfp, donde la recuperación no mejoró. 

Nuevamente, 1008-cfp y RBAN4-yfp fueron las cepas que mostraron el mejor 

desempeño en presencia de Premax®, con una caída en la recuperación menos 

pronunciada que el resto de los aislamientos y un buen nivel de bacterización a los 15 

días de realizada la inoculación. 

 

3.3.3 Evaluación de la suspensión utilizada en la inoculación en las condiciones 

de almacenamiento 

Las suspensiones bacterianas de DO600 = 1,0 en solución salina a par�r de las cuales 

se realizaron las mezclas de inoculación se almacenaron bajo las mismas condiciones 

que las semillas bacterizadas, con el obje�vo de determinar si la viabilidad se veía 

afectada por las condiciones de almacenamiento. Para ello, tubos �po Falcon de 15 ml 

conteniendo estas suspensiones se colocaron en la cámara de plantas en oscuridad a la 

temperatura adecuada, durante los 5 días de duración de las ciné�cas a corto plazo. 

Nuestros resultados muestran que los recuentos bacterianos se mantuvieron estables y 

no se evidenciaron disminuciones significa�vas de la viabilidad durante el �empo 

evaluado (Tabla 9), por lo que la temperatura de almacenamiento u�lizada no explicaría 

el descenso en los recuentos en semilla vistos en las ciné�cas. 
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Figura 23. Ciné�cas del decaimiento de la 
bacterización de los aislamientos de 
Pseudomonas en semillas de soja, desde 
el día 0 al día 4 post-inoculación (dpi), con 
o sin (  ) uso de adi�vos durante la 
inoculación. El tratamiento con Premax® 
se indica en naranja ( ) y el tratamiento 
con Tre+PVP se indica con amarillo (  ), 
este úl�mo solo para SVBP6-mche. Los 
asteriscos indican diferencias 
estadís�camente significa�vas entre el 
adi�vo de su mismo color y el tratamiento 
control, en un mismo día (ANOVA de dos 
vías con LSD-Fisher, * indica p <0,05; ** 
indica p < 0,01; *** indica p < 0,001; **** 
indica p < 0,0001).  
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Figura 24. Ciné�cas del decaimiento de la bacterización de los aislamientos de Pseudomonas en 
semillas de soja, desde el día 0 a la semana 2 post-inoculación (spi), con ( ) o sin ( ) uso del protector 
comercial Premax® durante la inoculación. Los asteriscos indican diferencias estadís�camente 
significa�vas entre el adi�vo y el tratamiento control, en una misma semana (ANOVA de dos vías con 
LSD-Fisher, * indica p < 0,05; ** indica p < 0,01; *** indica p < 0,001; **** indica p < 0,0001). 
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Tabla 9. Monitoreo de la viabilidad de las suspensiones de los aislamientos (Log10 (UFC+50)/ml) empleadas en la inoculación de las semillas, incubadas bajo las mismas 
condiciones que las semillas bacterizadas durante 5 días 

Días 
SVBP6-mche SVMP4-yfp RBAN4-yfp RPAN1-yfp SPAN5-cfp SMMP3-yfp 1008-cfp 

Prom. SD ANOVA Prom. SD ANOVA Prom. SD ANOVA Prom. SD ANOVA Prom. SD ANOVA Prom. SD ANOVA Prom. SD ANOVA 
0 9,02 0,14 ns 7,46 0,28 ns 8,56 0,03 c 9,06 0,07 a 8,45 0,26 ns 8,36 0,22 b 9,09 0,10 ns 
1 9,11 0,06 ns 7,75 0,31 ns 8,88 0,20 ab 9,09 0,06 a 8,57 0,15 ns 8,89 0,04 a 8,98 0,11 ns 
2 8,98 0,07 ns 7,69 0,13 ns 8,69 0,08 bc 9,20 0,08 a 8,28 0,17 ns 8,76 0,13 a 9,19 0,06 ns 
3 9,16 0,02 ns 7,76 0,10 ns 9,11 0,06 a 9,17 0,05 a 8,35 0,37 ns 8,87 0,12 a 9,18 0,12 ns 
4 9,02 0,06 ns 7,67 0,12 ns 8,98 0,07 a 9,21 0,05 a 8,77 0,12 ns 8,57 0,15 ab 9,17 0,08 ns 

Prom. = promedio de las réplicas. Cada suspensión fue analizada por separado con ANOVA, con test de Tukey (p < 0,05). Letras diferentes indican diferencias estadís�camente 
significa�vas.  
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3.3.4 Evaluación de la germinación 

Con el fin de estudiar si la inoculación con los aislamientos de Pseudomonas 

empleados en este trabajo y/o el uso de los distintos aditivos tenían un efecto en la 

germinación de semillas de maíz, trigo y soja, se evaluó diariamente en cada cinética la 

germinación de las semillas bacterizadas en agar agua 1%. No se detectaron alteraciones 

en el porcentaje de germinación de las semillas, el cual varió entre 80% y 100% en todos 

los ensayos, de forma equivalente a los controles con semillas sin tratar. A modo de 

ejemplo se muestra en la Figura 25 una placa de Petri de cada semilla evaluada, que 

provienen de distintas cinéticas. 

 

3.3.5 Efecto de la pre-hidratación de las semillas sobre la recuperación 

Dado que el uso de adi�vos resultó favorable para aumentar los niveles de 

bacterización de las semillas, nos preguntamos si el desempeño de nuestros 

aislamientos podría verse afectado por un posible shock por desecación al entrar en 

contacto con las semillas secas, lo cual ocurre inmediatamente después de la inoculación 

[165].  

En el caso de maíz, cuando las semillas se hidrataron previo a la inoculación, se 

detectaron niveles de bacterización muy altos para todas las cepas (excepto RBAN4-yfp), 

incluso mayores que los niveles mostrados en las semillas no hidratadas e inoculadas en 

presencia de Premax®. Además, se observó una pérdida del efecto mejorador del 

protector Premax® para todos los aislamientos (Figura 26). En par�cular, el impacto 

posi�vo de la hidratación de las semillas en la recuperación de SVMP4-yfp fue incluso 

Figura 25. Placas de agar agua 1% p/v, u�lizadas para evaluar germinación de las semillas tratadas, 
durante el transcurso de las ciné�cas. a) Semillas de maíz inoculadas con la cepa SPAN5-cfp en el 
día 0, b) semillas de trigo inoculadas con SVBP6-mche en el día 4 post-inoculación, c) semillas de 
soja inoculadas con SVMP4-yfp en el día 1 post-inoculación. 
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más significa�vo que el tratamiento con Premax® (Figura 26). Si consideramos que la 

dosis de inoculante u�lizada para maíz corresponde a 5 µl de las suspensiones 

bacterianas por gramo de semillas, y que este volumen con�ene 105-106 UFC, se 

recuperó entre el 0,3 y el 9,1% de las bacterias añadidas en semillas no hidratadas 

inoculadas en presencia de Premax®, mientras que dichos porcentajes no superaron el 

0,5% cuando no se u�lizaron adi�vos. Dichas tasas de recuperación mejoraron 

significa�vamente con la pre-hidratación de las semillas, oscilando entre el 7,0 y el 12,0% 

con Premax® (Tabla 10). Sin embargo, para RBAN4-yfp, no hubo un aumento en el 

porcentaje de recuperación, dado que mostró los mismos valores de recuperación 

independientemente de la pre-hidratación o de la adición de Premax® (Figura 26). 

Incluso, algunos de los aislamientos que mostraron pérdida del efecto del adi�vo con la 

pre-hidratación, alcanzaron porcentajes de recuperación mayores sin adi�vo cuando las 

semillas se remojaron previamente (Tabla 10). En par�cular, para SVMP4-yfp, la 

recuperación a par�r de semillas pre-hidratadas sin Premax® alcanzó el 29,5% de las 

bacterias inoculadas, lo cual contrasta fuertemente con el 1,8% de recuperación 

obtenida para la misma cepa en presencia de Premax® (Tabla 10). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Recuperación de las Pseudomonas cul�vables a par�r de semillas de maíz con y sin 
hidratación previa a la bacterización. Se compararon los tratamientos con ( ) y sin ( ) la adición del 
protector comercial Premax®, y con (barras rayadas) o sin (barras lisas) el tratamiento de hidratación. 
Los datos fueron corregidos para expresar los valores según el peso de las semillas sin hidratar. La línea 
de base indica el valor log10 correspondiente al recuento nulo. Letras diferentes indican diferencias 
significa�vas entre tratamientos para cada aislamiento (ANOVA con LSD-Fisher, p < 0,05). 
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Al igual que en maíz, la pre-hidratación de semillas de trigo dio como resultado la 

pérdida del efecto del protector Premax® y un aumento en los niveles de recuperación, 

al compararlos con las semillas sin hidratar (Figura 27). Sin embargo, este incremento 

fue de menor magnitud que para las semillas de maíz. Par�cularmente para RBAN4-yfp 

y SVMP4-yfp, el tratamiento de remojo de las semillas y la posterior inoculación sin 

adi�vo no logró igualar la bacterización con Premax®, como en el resto de los casos 

(Figura 27). Si se �ene en cuenta que la dosis de inoculante u�lizada para trigo 

corresponde a 8 µl de las suspensiones bacterianas por gramo de semillas, conteniendo 

entre 105-106 UFC, se recuperó entre 0,6 y 12,8% de las bacterias inoculadas a par�r de 

semillas secas en presencia de Premax® (Tabla 11). Porcentajes similares se obtuvieron 

cuando las bacterias se inocularon solo con solución salina, dado que en el caso de trigo 

no se evidenciaron grandes mejoras con el uso del Premax® a día 0 (Figura 16). Por su 

parte, la pre-hidratación de las semillas aumentó entre 2 y 20 veces el porcentaje de 

bacterias recuperadas, el cual varió entre el 6,3 y el 21,7% con Premax® (Tabla 11). Los 

aislamientos pertenecientes al grupo P. chlororaphis, RPAN1-yfp, SPAN5-cfp y SMMP3-

yfp, y el aislamiento SVBP6-yfp fueron aquellos que respondieron más fuertemente a la 

pre-hidratación. Además, para los tres primeros, el efecto de la pre-hidratación aumentó 

de forma pareja los valores de recuperación con y sin adi�vo. En cambio, SVBP6-yfp y 

Tabla 10. Densidad celular de las suspensiones utilizadas para bacterizar las semillas de maíz y 
porcentaje de bacterias cultivables recuperadas a partir de las mismas  

  

UFC/ml ± 
SD (× 108) 

Porcentaje de bacterias 
recuperadas a par�r de 

semillas de maíz en el día 0 a 

Porcentaje de bacterias recuperadas 
a par�r de semillas de maíz pre-

hidratadas en el día 0 a     

    Sin Premax® Con Premax® Sin Premax® Con Premax® 
    

RBAN4-yfp 4,83 ± 2,57 0,37 9,13 13,88 7,3     

RPAN1-yfp 9,17 ± 2,08 0,09 1,32 5,54 10,59     

SMMP3-yfp 0,90 ± 0,24 0,35 1,21 13,24 10,56     

SPAN5-cfp 0,95 ± 0,09 0,62 2,43 12,24 10,87     

SVMP4-yfp 0,14 ± 0,05 0,51 1,83 29,47 6,99     

SVBP6-mche/yfp  8,33 ± 2,31 0,01 0,47 15,08 11,95     

1008-yfp 7,50 ± 3,91 0,03 0,29 3,83 9,41     
a Calculado como el número de UFC/g recuperado a par�r de semillas, dividido por el número de UFC 
presente en las suspensiones por gramo de semilla en el momento de la inoculación.  
SVBP6-mche se u�lizó en los ensayos con semillas sin hidratar, y SVBP6-yfp en los experimentos con 
semillas pre-hidratadas. 
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1008-cfp mostraron porcentajes de recuperación más altos con la pre-hidratación en 

ausencia de adi�vo que en presencia del mismo, sugiriendo que el efecto del adi�vo no 

es suficiente para proteger completamente a las células del shock por desecación. Solo 

para RBAN4-yfp y SVMP4-yfp se vio un efecto posi�vo combinado de la pre-hidratación 

y del uso del adi�vo (Tabla 11). 

 

 

 

 

 

 
Tabla 11. Densidad celular de las suspensiones utilizadas para bacterizar las semillas de 
trigo y porcentaje de bacterias cultivables recuperadas a partir de las mismas  

  

UFC/ml ± 
SD (× 108) 

Porcentaje de bacterias 
recuperadas a par�r de semillas 

de trigo en el día 0 a 

Porcentaje de bacterias 
recuperadas a par�r de semillas de 

trigo pre-hidratadas en el día 0 a     

    Sin Premax® Con Premax® Sin Premax® Con Premax® 
    

RBAN4-yfp 1,38 ± 1,26 7,26 7,79 10,03 21,68     
RPAN1-yfp 11,28 ± 2,41 1,26 0,98 8,39 8,43     
SMMP3-yfp 2,00 ± 1,38 5,52 6,14 12,50 12,90     
SPAN5-cfp 3,48 ± 2,75 2,60 1,61 17,29 16,87     
SVMP4-yfp 0,27 ± 0,23 4,64 5,51 5,17 9,59     
SVBP6-yfp 12,33 ± 3,65 0,49 0,56 10,13 6,31     
1008-cfp 1,35 ± 0,50 8,90 12,75 25,74 19,60     
a Calculado como el número de UFC/g recuperado a par�r de semillas, dividido por el número de UFC 
presente en las suspensiones por gramo de semilla en el momento de la inoculación. 

Figura 27. Recuperación de las Pseudomonas cul�vables a par�r de semillas de trigo con y sin 
hidratación previa a la bacterización. Se compararon los tratamientos con ( ) y sin ( ) la adición del 
protector comercial Premax®, y con (barras rayadas) o sin (barras lisas) el tratamiento de hidratación. 
Ver la leyenda de la Figura 18 para más detalles. Letras diferentes indican diferencias significa�vas 
entre tratamientos para cada aislamiento (ANOVA con LSD-Fisher, p < 0,05). 
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Aunque el tratamiento de pre-hidratación de las semillas de soja no resultó tan 

efec�vo como en maíz y en trigo para alcanzar una mayor bacterización, en la mayoría 

de las inoculaciones de las semillas hidratadas se logró igualar o superar los niveles de 

recuperación de las semillas secas inoculadas con Premax® (Figura 28). No se observaron 

diferencias con el protector comercial cuando las semillas se hidrataron antes de 

inocular, a pesar de que el Premax® había mejorado la bacterización de semillas de soja 

sin hidratar en todos los aislamientos, excepto para SVBP6-mche (Figura 18).  

 

 

 

 

 

Tabla 12. Densidad celular de las suspensiones utilizadas para bacterizar las semillas de soja y 
porcentaje de bacterias cultivables recuperadas a partir de las mismas  

  

UFC/ml ± 
SD (× 108) 

Porcentaje de bacterias 
recuperadas a par�r de 

semillas de soja en el día 0 a 

Porcentaje de bacterias recuperadas 
a par�r de semillas de soja pre-

hidratadas en el día 0 a     

    Sin Premax® Con Premax® Sin Premax® Con Premax® 
    

RBAN4-yfp 1,88 ± 0,42 11,63 69,93 66,38 100,00     
RPAN1-yfp 14,58 ± 2,31 1,72 3,11 4,49 3,46     
SMMP3-yfp 0,86 ± 0,38 21,02 71,50 57,94 74,02     
SPAN5-cfp 1,79 ± 0,31 10,56 31,34 65,48 96,10     
SVMP4-yfp 0,27 ± 0,22 13,98 32,70 22,01 55,02     
SVBP6-mche  9,50 ± 4,25 4,16 4,21 13,80 24,88     
1008-cfp 5,50 ± 0,95 8,59 17,13 15,93 18,16     
a Calculado como el número de UFC/g recuperado a par�r de semillas, dividido por el número de UFC 
presente en las suspensiones por gramo de semilla en el momento de la inoculación. 

Figura 28. Recuperación de las Pseudomonas cul�vables a par�r de semillas de soja con y sin 
hidratación previa a la bacterización. Se compararon los tratamientos con ( ) y sin ( ) la adición del 
protector comercial Premax®, y con (barras rayadas) o sin (barras lisas) el tratamiento de 
hidratación. Ver la leyenda de la Figura 18 para más detalles. Letras diferentes indican diferencias 
significa�vas entre tratamientos para cada aislamiento (ANOVA con LSD-Fisher, p < 0,05). 
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En el caso de soja, el volumen de suspensión bacteriana u�lizado para inocular un 

gramo de semillas fue de 0,4 µl, mucho menor que el requerido en trigo y maíz. Esto se 

debe a que en soja siempre se inocula con el rizobio correspondiente, lo cual ya 

incorpora una can�dad de líquido en la semilla. Considerando que el volumen de 

suspensión de Pseudomonas empleado con�ene entre 104-105 UFC, con el protector 

comercial se alcanzó una recuperación del 3,1% al 71,5% a par�r de semillas sin hidratar 

(Tabla 12). Estos porcentajes fueron superiores a los obtenidos en las otras dos semillas 

en todos los casos. Incluso sin adi�vo los porcentajes de recuperación a par�r de las 

semillas secas de soja fueron muy superiores (entre 17 y 416 veces) a los de las semillas 

secas de maíz (Tablas 10 y 12). Con el pre-tratamiento de hidratación de las semillas de 

soja los porcentajes de recuperación fueron incluso mejores, alcanzando el 100% para 

RBAN4-yfp y el 96,1% para SPAN5-cfp, en presencia de Premax®. El único aislamiento 

que no presentó un incremento destacable en el porcentaje de bacterias recuperadas 

fue RPAN1-yfp, que alcanzó valores de recuperación similares al tratamiento sin 

hidratación con Premax® (Tabla 12). 
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Discusión 
Generalmente, se asume que dis�ntas bacterias pueden adherirse y sobrevivir en 

la superficie de las semillas con un éxito similar [251]. En consecuencia, este aspecto no 

suele ser estudiado en los microorganismos candidatos al desarrollo de un inoculante, 

aun cuando la inoculación es el paso crí�co y fundamental para incorporar a estos 

microorganismos en el agroecosistema. En este capítulo se ha demostrado el 

comportamiento diferencial de diversas especies del género Pseudomonas en la 

superficie de semillas de maíz, trigo y soja. Estas diferencias se detectaron entre 

aislamientos, incluso al aplicarlos en un mismo �po de semilla. Al compararlos con una 

cepa comercial de Pseudomonas u�lizada como bioinsumo para cul�vos extensivos 

[129], se encontró que algunos aislamientos lograron niveles de bacterización más altos, 

equivalentes o más bajos en el día 0 (Figuras 15, 17 y 19), con densidades que variaron 

entre 0,4 y 8,8 × 103 UFC/g de semilla de maíz; entre 0,1 y 1,1 × 105 UFC/g de semilla de 

trigo; y entre 0,1 y 1,9 × 104 UFC/g de semilla de soja sin adi�vos, dependiendo del 

aislamiento considerado (Tabla 8).  

En general, los niveles de bacterización en semillas de maíz a día 0 fueron menores 

en comparación con los obtenidos en trigo, y levemente más bajos en ciertos casos 

respecto de soja. Además, se observaron amplias diferencias entre aislamientos en maíz 

(Figura 15). En contraste, la bacterización de las semillas de trigo fue más pareja entre 

cepas, con los recuentos más altos de todo el ensayo (Figura 16 y Tabla 8). Esta úl�ma 

observación coincide con estudios recientes que indican que la superficie de la semilla 

de trigo presenta una mayor carga microbiana natural en comparación a maíz, siendo de 

7,1 × 104 UFC/semilla y 5,4 UFC/semilla, respec�vamente [270]. En soja, la carga 

recuperada en el día 0 fue levemente superior que en maíz en algunos casos (Figura 18 

y Tabla 8), con recuentos similares entre aislamientos, al igual que en trigo (Figura 19). 

Si consideramos que el área superficial promedio de un bacilo del género Pseudomonas 

es 0,75 µm2 [68], y que el área promedio de una semilla de maíz de la variedad u�lizada 

en nuestros experimentos es de 1250 mm2, las densidades alcanzadas implican una 

cobertura del 0,00001–0,006% de la superficie de la semilla. En el caso de trigo, con una 

superficie aproximada de 56 mm2 por semilla, estos valores oscilan entre 0,0005 y un 

0,007%, mientras que en soja, cuya semilla �ene un área de aproximadamente 850 mm2, 
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la cobertura varía entre 0,00002 y 0,001%. Con estas es�maciones, vemos que la 

ocupación de las semillas alcanzó porcentajes muy bajos en los tres casos, aunque la 

cobertura más alta se dio en las semillas de trigo. Cabe destacar que estos cálculos no 

�enen en cuenta la rugosidad diferencial de cada semilla. Estudios previos también han 

reportado una distribución heterogénea de las bacterias en la superficie de semillas de 

otros cul�vos [271], [272]. Por ejemplo, un estudio de microscopía confocal en semillas 

de cebada inoculadas con P. chlororaphis mostró que las células bacterianas �enden a 

ocupar zonas específicas, como el surco central de la semilla [272]. Dado que el trigo y 

la cebada son feno�pica y geno�picamente similares [273], es probable que los 

aislamientos u�lizados en nuestro estudio presenten una distribución espacial parecida 

en trigo, concentrándose en el surco central. Además, en el mismo estudio se observó 

que solo el 10% de las bacterias cuan�ficadas por microscopía en la superficie de las 

semillas pudieron ser recuperadas con recuentos en placa 20 hs post-inoculación [272]. 

Curiosamente, los aislamientos SVMP4-yfp y SVBP6-mche presentaron los 

recuentos más bajos en las tres semillas analizadas (Figuras 15, 17 y 19). La adhesión a 

las semillas en Pseudomonas se ha relacionado a la síntesis de proteínas de la superficie 

celular, como LapA y LapF, así como a la presencia de flagelos y pili [50], [78], [274], [275]. 

Entonces, diferencias en las propiedades bioquímicas y/o de expresión de estas 

macromoléculas en las cepas probadas podrían afectar su capacidad para adherirse a las 

semillas y, en consecuencia, repercu�r en el número de bacterias recuperadas. 

Consistentemente con nuestros resultados de bacterización de semillas, la evaluación de 

la capacidad de adhesión a superficies abió�cas, como el polies�reno, han demostrado 

que RBAN4, RPAN1, SPAN5 y SMMP3 se adhieren de manera más eficiente a dicha 

superficie en comparación con SVBP6 y SVMP4 [145]. Esta tendencia puede reflejar la 

capacidad de estos aislamientos para adherirse a superficies naturales, como las 

semillas, y explicaría parcialmente los bajos niveles de bacterización observados en 

SVMP4-yfp y SVBP6-mche. 

La incorporación de adi�vos en formulados líquidos ha demostrado mejorar la 

densidad bacteriana en la superficie de semillas inoculadas con otros microorganismos, 

como Bradyrhizobium y Azospirillum en soja [276], [277]. Nuestros resultados confirman 

que la bacterización de semillas aumentó significa�vamente al agregar diferentes 

protectores y/o adhesivos en las suspensiones bacterianas, en la mayoría de los casos. 
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En maíz y en soja, la eficacia del adi�vo comercial Premax® se observó inmediatamente 

después de inocular en el día 0 (Figuras 14a y 18a), siendo SVBP6-mche el único 

aislamiento que no mostró mejoras en semillas de soja. En maíz, la magnitud del 

incremento varió según el aislamiento, mientras que en soja el aumento fue más similar 

entre cepas. En comparación con otros estudios, nuestros resultados en semillas de maíz 

coinciden con lo reportado para aislamientos de Pseudomonas inoculados con dis�ntas 

metodologías. Por ejemplo, un derivado de la cepa de P. putida mt-2 alcanzó una carga 

de 2 × 106 UFC por semilla de maíz mediante bio-priming, a pesar de que esta técnica 

u�liza volúmenes de inóculo significa�vamente mayores a los que se usaron en el 

presente trabajo [278]. En nuestro estudio, P. protegens RBAN4-yfp logró 1 × 105 UFC 

por semilla de maíz en presencia del adi�vo Premax® a día 0, inoculando una menor 

can�dad de células, lo que podría señalar cierta limitación de estos métodos para 

favorecer la adhesión de una mayor can�dad de bacterias. En trigo, a diferencia de lo 

observado en maíz y soja, la adición de Premax® no resultó en una mayor recuperación 

de UFC en el día 0 (Figura 16). Dada la alta carga bacteriana inicial en esta semilla, los 

espacios disponibles podrían estar cerca del límite de ocupación bajo las condiciones de 

inoculación empleadas.  

Como se mencionó, SVMP4-yfp y SVBP6-mche mostraron los niveles más bajos de 

recuperación a día 0 en semillas de maíz (Figura 14a). Sin embargo, la bacterización de 

SVMP4-yfp mejoró con el agregado de glicerol, trehalosa, o la combinación trehalosa y 

PVP, en comparación al Premax® (Figura 14b). En contraste, SVBP6-mche se comportó 

de manera similar tanto con Premax® como con la mezcla de trehalosa y PVP (Figura 

14c). El uso de glicerol como adi�vo en formulaciones líquidas para Pseudomonas ha 

sido probado con dis�nto grado de éxito, en concentraciones que varían desde 2% al 

12,5% [178], [264], [279]. Su mecanismo de acción consiste en el mantenimiento de los 

niveles de humedad en la formulación, y la protección de las células al disminuir la tasa 

de deshidratación, al igual que ocurre durante la preservación de cul�vos microbianos 

[280]. Por su parte, en trigo, la combinación de trehalosa con PVP incrementó la 

bacterización a día 0 únicamente en RPAN1-yfp, SPAN5-cfp y SVMP4-yfp (Figura 16). 

Como vimos en el Capítulo 2, SVBP6 y SVMP4 no son capaces de metabolizar la trehalosa 

(Figura 10). En concordancia con estos resultados, los análisis genómicos de SVBP6 

revelaron la ausencia de genes homólogos asociados con el metabolismo de la trehalosa 
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(treP, treA y treR). Aunque no hemos secuenciado el genoma de SVMP4, estos genes 

tampoco están presentes en los genomas de otros aislamientos de P. soli. Con un 

enfoque similar, encontramos genes homólogos relacionados con la síntesis de 

trehalosa, como treS y treY/Z, tanto en SVBP6 como en otros aislamientos de P. soli y de 

P. chlororaphis, incluyendo SMMP3, cuyo genoma está secuenciado. En línea con esto, 

la introducción del operón otsBA de E. coli en la cepa P. putida KT2440, involucrado en 

la síntesis de trehalosa, mejora notablemente la alta sensibilidad al estrés por 

desecación de esta cepa, por acumulación de la molécula en el citoplasma [281]. 

Entonces, bajo las condiciones experimentales estresantes por la deshidratación súbita 

que ocurre en la bacterización de semillas, es posible que nuestros aislamientos capaces 

de producir trehalosa no ac�ven esta ruta de síntesis, o que la can�dad de trehalosa 

sinte�zada no sea suficiente para contrarrestar los efectos de la desecación rápida, como 

ocurre en la cepa de P. putida KT2440 sin modificar [175]. Incluso, se ha reportado que 

esta bacteria induce un estado viable pero no cul�vable (VBNC, por sus siglas en inglés 

viable but non-culturable) bajo tales condiciones de estrés [282], [283]. Por otro lado, 

tanto SVMP4-yfp como SVBP6-yfp no vieron modificados sus niveles de bacterización en 

semillas de maíz con el agregado de 20 mM de trehalosa al medio de cul�vo (datos no 

mostrados). Por lo tanto, hipote�zamos que ambos aislamientos no son capaces de 

internalizar esta molécula. La eficacia de la combinación de trehalosa con PVP en estas 

cepas, entonces, podría deberse a la modificación de las condiciones externas, 

favoreciendo la adherencia y reduciendo los efectos de la desecación por protección del 

entorno. Una variedad de trabajos ha documentado el efecto benéfico de la trehalosa 

en bacterias no productoras de este disacárido bajo diversos estreses [240], [284], [285]. 

Además, el rol protector de la combinación de trehalosa con PVP se ha reportado en 

dis�ntos géneros bacterianos [176], [286]. Dado que tanto SVBP6 como SVMP4 

pertenecen al subgrupo de P. putida [287], se sugiere que estos aislamientos también 

podrían entrar en el estado VBNC post-inoculación en respuesta al proceso de 

desecación en la superficie de las semillas, lo que explicaría la disminución posterior en 

los recuentos, principalmente en maíz. Pazos-Rojas y colaboradores han reportado que, 

tanto la rápida rehidratación en presencia de exudados radiculares de maíz como la 

interacción con las raíces de este mismo cul�vo, permiten que las células VBNC de P. 
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putida KT2440 retornen al estado cul�vable [283]. Un abordaje similar podría dilucidar 

si este es también el caso de nuestras cepas. 

Dado que la pre-inoculación es una prác�ca muy común en leguminosas, la mayor 

parte de la bibliogra�a disponible sobre supervivencia en semillas se centra casi 

totalmente en rizobios. Todos estos estudios reportan una disminución de la densidad 

bacteriana en los días posteriores a la inoculación [183], [288], [289], fenómeno que 

también observamos en nuestras ciné�cas. En par�cular, en soja se ha evaluado la 

supervivencia en semillas pre-inoculadas con diferentes especies de rizobios, en 

combinación con adi�vos y �empos variables: hasta 5, 10, 15, 30, 45 y 60 días post-

inoculación [290], [291], [261], [292]. Interesantemente, se ha probado el efecto del 

almacenamiento de semillas de soja pre-inoculadas con B. japonicum (del inoculante 

Rizoliq LLI®, comercializado por RASA) en presencia del protector Premax® a 30, 45 y 60 

días post-inoculación. Aunque la can�dad de bacterias en semilla disminuyó en algunos 

tratamientos, en todos los casos se obtuvo un desempeño a campo equivalente al de 

semillas inoculadas en el mismo día de la siembra [292]. Respecto de Pseudomonas, 

existen escasos o nulos trabajos publicados que empleen una metodología similar para 

evaluar la sobrevida en semillas de maíz, trigo y soja pre-inoculadas.  

En nuestro caso, al analizar las ciné�cas de maíz notamos que el adi�vo Premax® 

mejoró la recuperación de RBAN4-yfp hasta 3 dpi (Figura 20), siendo este aislamiento el 

que obtuvo los recuentos más altos a lo largo del ensayo con esta semilla, junto con 

1008-yfp. Sin embargo, a 4 dpi este incremento desaparece, alcanzando 

aproximadamente 103 UFC/g de semillas, independientemente de la presencia o 

ausencia del protector comercial. Un estudio con un abordaje similar al nuestro en P. 

putida KT2440, mostró que esta bacteria es recuperada hasta 9 días post-inoculación a 

par�r de semillas de maíz almacenadas a 30 °C [293]. Ensayos adicionales que superen 

los 5 días permi�rían averiguar si RBAN4 es capaz de permanecer por más �empo en la 

superficie de las semillas de maíz. Adicionalmente, en las pruebas a día 0 con otra 

variedad de maíz (SY860 TD/TG C18M) tanto RBAN4-yfp como la cepa de referencia 

1008-yfp alcanzaron los niveles de bacterización más altos, evidenciando un patrón 

análogo independientemente de la variedad de maíz empleada (Tabla 7). En trigo, si bien 

durante las ciné�cas cortas solo ciertos aislamientos lograron un incremento en sus 

niveles de bacterización en presencia de trehalosa-PVP y/o Premax® (Figura 21), el 
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efecto de estos protectores se volvió más evidente luego de 7 dpi, cuando los recuentos 

comenzaron a disminuir (Figura 22). Además de la cepa de referencia 1008-cfp, RBAN4-

yfp y SMMP3-yfp alcanzaron los �tulos más altos a las 4 semanas de ensayo, con 

aproximadamente 3,7 × 102 UFC/g en presencia de Premax® y 7 × 102 UFC/g con 

trehalosa y PVP, respec�vamente. Es importante destacar que, a pesar de su alta 

sensibilidad a la desecación demostrada en maíz y sus bajos niveles iniciales de 

bacterización, SVMP4-yfp alcanzó recuentos cercanos a los anteriores en trigo (1,7 × 102 

UFC/g), en presencia del protector comercial. En el caso de soja, se observó un efecto 

posi�vo del Premax® durante las ciné�cas a corto y largo plazo, incluso más notorio que 

en trigo y maíz (Figuras 23 y 24). Los aislamientos se mantuvieron en semilla hasta 4 dpi, 

de manera comparable a lo ocurrido en trigo. Tanto la cepa de referencia 1008-cfp como 

nuestro aislamiento RBAN4-yfp, lograron los recuentos más altos a los 15 días post-

inoculación, siendo 1,22 × 104 UFC/g y 1,24 × 103 UFC/g con Premax®, respec�vamente. 

Estos resultados contrastan con el resto de los aislamientos, que fueron detectados en 

muy baja can�dad luego de 7 dpi (Figura 24).  

El comportamiento excepcional de P. protegens RBAN4-yfp en los cul�vos 

evaluados (Tabla 2), muchas veces más eficiente que P. pergaminensis 1008-yfp/cfp en 

cuanto a bacterización y persistencia en la superficie de las semillas, sugiere la presencia 

de caracterís�cas fisiológicas que permiten el mantenimiento de la viabilidad y 

cul�vabilidad a lo largo del periodo evaluado. Este fenómeno podría facilitar la 

implementación de una estrategia de pre-inoculación de semillas de maíz, trigo y soja 

con esta cepa. Los miembros de la especie P. protegens son reconocidos por sus 

múl�ples capacidades de promoción del crecimiento de las plantas, principalmente 

asociadas con el biocontrol [294], por lo que resulta esencial preservar las células viables 

durante la siembra para que estas colonicen la rizósfera. Sin embargo, se ha visto que la 

cepa modelo P. protegens CHA0 ingresa en un estado VBNC bajo condiciones de estrés, 

como la desecación o la baja disponibilidad de nutrientes, y en hábitats del suelo 

específicos [295], [296]. Posteriormente, las células pueden retornar al estado cul�vable 

en ciertos casos, si se elimina la causa que genera dicho desbalance [297]. De manera 

similar, RBAN4 podría adquirir este estado bajo condiciones de estrés, como ocurre en 

la superficie de las semillas [183]. De ser así, el desempeño de esta cepa podría ser aún 

mayor que el observado empíricamente en nuestros resultados. 
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Las diferencias observadas en la persistencia de bacterias viables y cul�vables en 

la superficie de las semillas de trigo, maíz y soja podrían estar relacionadas, en parte, 

con propiedades par�culares de la superficie de cada semilla. Parámetros como la carga, 

humectabilidad, rugosidad, topogra�a y rigidez de las superficies son factores clave que 

influyen en la adhesión bacteriana y, consecuentemente, en la posterior formación de 

biofilms [298]. Por ejemplo, en semillas que han evolucionado para ser dispersadas 

mediante vías acuá�cas, se ha documentado que ciertas microestructuras superficiales 

dificultan el anclaje de microorganismos [299]. Aun así, estudios previos han mostrado 

que cuanto mayor es la rugosidad de una superficie, mayor es la adhesión bacteriana 

[300]. El impacto de estas propiedades sobre la capacidad de adhesión de Pseudomonas 

ha sido comprobado en especies como P. putida KT2440 y P. aeruginosa [301], [302], 

[303]. En par�cular, los buenos resultados en trigo sugieren que esta semilla podría 

proporcionar un entorno más favorable para la adhesión y la formación de biofilms, 

probablemente debido a una mayor rugosidad o por la presencia del surco central. Dado 

que la disposición en biofilms confiere una mayor resistencia a condiciones de estrés en 

Pseudomonas, como la desecación [304], [305], explicaría la mayor persistencia de las 

bacterias en las semillas de trigo que observamos en este trabajo. Por otro lado, la 

composición química de las capas externas de la semilla podría tener un papel relevante 

en la adhesión. Algunos autores incluso mencionan que la presencia de sustancias 

inhibitorias propias de la misma semilla puede afectar nega�vamente la supervivencia 

de los rizobios [163]. En el caso de maíz, se ha visto que la capa de cera que recubre la 

cu�cula está compuesta por una mayor can�dad de ácidos grasos en comparación a la 

de soja. Además, un análisis mediante microscopía electrónica reveló que la cu�cula de 

maíz presenta una estructura estriada, con pequeños agregados cerosos, en contraste 

con la cu�cula de soja, que es más irregular y presenta protrusiones y depresiones, con 

agregados cerosos más grandes [306]. Estas diferencias en la topogra�a de las semillas 

producen que la superficie de soja sea más rugosa, lo que posiblemente favorezca la 

adhesión bacteriana, impactando en la persistencia de las bacterias en la semilla como 

observamos en las ciné�cas de soja (Figuras 23 y 24). 

Por otro lado, Hartley y colaboradores evaluaron el efecto de la ac�vidad del agua 

sobre los rizobios durante el proceso de desecación en semillas de leguminosas 

forrajeras, y observaron una correspondencia entre el descenso en la ac�vidad del agua 
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y la sobrevida de estas bacterias. Además, observaron variabilidad en las tasas de 

deshidratación entre las dis�ntas semillas, y respuestas diferenciales al u�lizar dis�ntos 

adi�vos [183]. Esto sugiere que variaciones en las tasas de retención de humedad por 

parte de las semillas evaluadas podrían afectar la persistencia de las bacterias adheridas. 

Otros estudios señalan el estado de crecimiento de las células al momento de mezclarlas 

con el adi�vo como un factor relevante para la sobrevida de las mismas, ya que impacta 

directamente en la viabilidad de las células incorporadas (células ac�vas, esporas o 

células aglomeradas, entre otros) [307]. En un trabajo por Schoebitz y colaboradores, se 

demostró que la supervivencia de una cepa de Azospirillum brasilense encapsulada en 

alginato depende de la fase de crecimiento en la que se encuentra el inóculo al momento 

de la encapsulación. En contraste, para Raoultella terrígena no se observaron diferencias 

con células en fase exponencial o estacionaria [171]. Esto úl�mo �ene sen�do dado que 

la fase de crecimiento óp�ma para incrementar la tolerancia a la desecación varía entre 

microorganismos. Sin embargo, en general, las células en fase estacionaria �enden a ser 

más resistente a los estreses �sicos [308], [309]. En concordancia con lo anterior, se vio 

que, bajo condiciones de deficiencia nutricional, envejecimiento o estrés por calor, 

Azospirillum induce la formación de agregados celulares, que aumentan la tolerancia a 

estreses abió�cos. La carga de esta bacteria en macroesferas de almidón/quitosano fue 

mayor cuando se u�lizaron agregados celulares para la encapsulación [310]. Aunque en 

todos nuestros ensayos se u�lizaron células en fase estacionaria, sería interesante 

evaluar si existen cambios al emplear bacterias en fase exponencial. De todas maneras, 

si se pretende una producción a gran escala, no sería fac�ble obtener formulados en 

crecimiento exponencial. 

Por úl�mo, la pre-hidratación de las semillas de maíz mostró un efecto aún mayor 

en los niveles de bacterización de todos los aislamientos en comparación con la adición 

de protectores (Figura 26). Estos resultados sugieren que nuestros aislamientos de 

Pseudomonas experimentan un shock por desecación en la superficie de la semilla, lo 

que provoca una reducción importante en su cul�vabilidad en ausencia de adi�vos. El 

efecto de la pre-hidratación fue más pronunciado para SVMP4-yfp que, como se 

mencionó anteriormente, mostró los niveles más bajos de bacterización (Tabla 10). En el 

caso de trigo, aunque la pre-hidratación de las semillas superó el efecto del agregado de 

protectores en la suspensión de inoculación (Figura 27 y Tabla 11), el impacto fue mucho 



Tesis Doctoral  Melani Lorch 

110 
 

menor que el observado en maíz (Figura 26). Si consideramos que la semilla de trigo, sin 

pre-hidratar, ya presenta una alta ocupación de los espacios disponibles, con la 

hidratación y la posterior bacterización es posible que se alcance el límite de ocupación. 

En cuanto a soja, la pre-hidratación de las semillas aumentó la recuperación bacteriana 

en algunos casos, principalmente en ausencia del adi�vo Premax®. En presencia del 

protector, la hidratación solo mejoró significa�vamente los niveles de bacterización de 

los aislamientos SPAN5-cfp, SVMP4-yfp y SVBP6-mche (Figura 28), aunque este efecto 

fue menor que en maíz. Por otro lado, los porcentajes de recuperación de bacterias en 

soja respecto de la can�dad inoculada fueron mayores en comparación con los otros 

cul�vos, con o sin pre-hidratación de las semillas (Tabla 12). Esto podría indicar, como 

vimos, que la superficie de la semilla de soja ofrece caracterís�cas más favorables para 

la adhesión de los aislamientos de Pseudomonas, en comparación con las otras semillas. 

Sin embargo, es importante tener en cuenta que la can�dad de bacterias inoculadas en 

soja fue mucho menor (0,5 ml/kg), respecto de trigo (10 ml/kg) y maíz (7,5 ml/kg). Por 

lo tanto, un porcentaje de recuperación mayor puede estar únicamente vinculado a la 

menor can�dad de células aplicadas.  Sería interesante evaluar nuevamente los niveles 

de bacterización en soja aumentando la can�dad de bacterias inoculadas, para 

determinar si esto genera cambios en el número de bacterias que se recuperan; o si con 

esta can�dad se alcanza el límite de espacios ocupados, teniendo en cuenta que en soja 

también se aplican inoculantes basados en rizobios. Algunas pruebas previas que hemos 

realizado en maíz, u�lizando densidades óp�cas superiores a 1, no resultaron en un 

incremento consistente en el nivel de bacterias adheridas a la semilla (no mostrado), por 

lo que se podría hipote�zar que la dosis u�lizada en soja es suficiente para alcanzar el 

máximo de bacterización. 
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Conclusiones  
En este capítulo, se analizó el comportamiento de cada uno de los aislamientos de 

Pseudomonas en la superficie de semillas de maíz, trigo y soja, así como también el 

efecto de dis�ntos adi�vos. Nuestros resultados reflejan que la bacterización es 

dependiente de la semilla y de la especie bacteriana: en trigo y soja se ob�enen las 

bacterizaciones más estables y duraderas, sugiriendo una superficie seminal más 

favorable para la adhesión de estos aislamientos. Además, el efecto protector de los 

adi�vos evaluados también varía con cada sistema bacteria-semilla. De nuestros 

aislamientos analizados, RBAN4-yfp posee las caracterís�cas más favorables para 

adherirse y alcanzar altos niveles de bacterización en las tres semillas evaluadas. 

Par�cularmente, los aislamientos SVMP4-yfp y SVBP6-mche, muestran desempeños 

muy diferentes y par�culares para cada una de las semillas probadas. Por otro lado, 

existe un efecto nega�vo y diferencial de la deshidratación de las semillas sobre la 

adhesión y/o supervivencia de las células de Pseudomonas, lo que sugiere que este shock 

por desecación tendría diferente incidencia en cada uno de los sistemas bacteria-semilla.   
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Capítulo 4: Análisis de la 
colonización radicular de los 
aislamientos de Pseudomonas por 
microscopía confocal 
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Introducción 
La colonización de la rizósfera es un paso crucial para el establecimiento de las 

interacciones planta-microorganismo, las cuales son determinantes para el 

mantenimiento de la salud y de una alta produc�vidad en las plantas. Como 

mencionamos en el Capítulo 1, este proceso complejo puede iniciar desde la rizósfera, 

con la quimioatracción de los microorganismos hacia la raíz, o desde la semilla, por los 

microorganismos presentes a medida que emerge la radícula. Las bacterias entonces 

deberán adherirse a la superficie de la raíz, para luego formar microcolonias y, 

posteriormente, biofilms [248]. En las proteobacterias, el mecanismo de adhesión 

generalmente se desarrolla en dos fases bien diferenciadas: la adhesión primaria y la 

adhesión secundaria. La adhesión primaria o adsorción se caracteriza por la unión 

reversible de las bacterias a la superficie de la raíz. Esto implica la formación de uniones 

débiles e inespecíficas, mediadas por interacciones hidrofóbicas y electrostá�cas entre 

las células bacterianas y las moléculas de la superficie radicular [248], [311]. Además de 

esta interacción inicial, ciertos factores de adhesión especie-específicos forman 

asociaciones más fuertes, aunque aún reversibles, como las proteínas de la superficie de 

la bacteria, los polisacáridos, flagelos y pili [312]. Por ejemplo, en bacterias del género 

Pseudomonas se ha visto que la porina F de la membrana externa (OprF), está 

involucrada en la adhesión inicial a las raíces [313], [314].  

Una vez lograda la adsorción exitosa, el proceso avanza hacia la fase de adhesión 

secundaria, caracterizada por la unión irreversible de las bacterias al rizoplano. Durante 

esta etapa se induce la síntesis de fibrillas de celulosa extracelular y la producción de 

factores de adhesión secundarios específicos de cada especie, que promueven la 

acumulación de agregados bacterianos y la posterior formación de microcolonias [312]. 

Se ha demostrado que la producción de fibrillas extracelulares, par�cularmente de 

celulosa, no solo favorece la adhesión secundaria en especies de Pseudomonas [315], 

sino también en otras proteobacterias [316]. Como mencionamos en los capítulos 

anteriores, se han caracterizado factores adicionales en P. putida como la proteína de 

adhesión LapA de la superficie celular, que está involucrada en la iniciación del proceso 

de anclaje secundario [317], y la proteína LapF, cuya producción es necesaria para la 

disposición en microcolonias, ya que interviene en el establecimiento de interacciones 
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entre células bacterianas [274]. Ambas proteínas no solo han sido ligadas a la fijación a 

las raíces de las plantas, sino que también son crí�cas en la adhesión a semillas y otras 

superficies abió�cas, sugiriendo que la colonización de ambos �pos de superficies 

seguiría mecanismos similares [78], [317]. 

En los úl�mos años, ha habido un creciente interés en los métodos que permiten 

obtener información detallada sobre la localización y visualización de los 

microorganismos durante las interacciones con el hospedador. Una de estas 

herramientas es la microscopía confocal de barrido laser (CLSM, por sus siglas en inglés 

Confocal Laser Scanning Microscopy) que, a diferencia de la microscopía de 

epifluorescencia convencional, adquiere la señal de fluorescencia únicamente del plano 

enfocado al u�lizar un pinhole que excluye la luz fuera de dicho plano [318]. Dado que 

esta técnica permite la visualización de un microorganismo con una marca fluorescente 

en condiciones in situ, ha sido u�lizada para evidenciar la colonización y la distribución 

espacial de dis�ntos aislamientos de Pseudomonas en raíces de diversos cul�vos, como 

la remolacha azucarera [319], cebada [320], [321], trigo [95] y tomate [322], e incluso en 

algunas especies de árboles [323]. Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el 

presente capítulo proponemos: 

• Comprobar la colonización exitosa de nuestros aislamientos de Pseudomonas en 

plántulas de maíz, trigo y soja, a par�r de la inoculación de las semillas, en 

condiciones axénicas, u�lizando un microscopio confocal. 

• Estudiar el patrón de colonización de nuestros aislamientos en el rizoplano de 

estos tres cul�vos. 
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Materiales y Métodos 

4.1 Visualización de los patrones de colonización radicular mediante 

microscopía confocal en condiciones axénicas  

Para los ensayos de microscopía las semillas de maíz (variedad KM 8701 VIP3) y 

trigo (variedad Baguette 620) se desinfectaron superficialmente, sumergiéndolas en 

70% v/v de etanol durante 1 minuto, seguido de una solución de 1,1% v/v de NaClO 

durante 10 minutos, a 100 rpm [84]. Luego, se lavaron 5 veces con agua destilada estéril 

durante 2 minutos, y finalmente se colocaron sobre papel absorbente por 15 minutos 

en un flujo laminar. En el caso de soja, las semillas se agitaron en etanol 70% v/v durante 

1 minuto, y luego en 0,055% v/v de NaClO durante 1 minuto, a 100 rpm. Seguidamente, 

se realizaron 2 lavados con agua destilada estéril durante 2 minutos, y se orearon sobre 

papel absorbente por 15 minutos en flujo laminar.  

La inoculación de las semillas se llevó a cabo como se mencionó anteriormente en 

la sección 3.1, utilizando el aditivo que mostró las recuperaciones más altas en el día de 

inoculación para cada cepa (“mejor condición”, Figura 29). Para maíz, el aditivo Premax® 

fue el elegido para RBAN4-yfp, RPAN1-yfp, SPAN5-cfp, SMMP3-yfp y 1008-cfp; mientras 

que para SVMP4-yfp y SVBP6-mche se seleccionó la combinación trehalosa-PVP. En trigo 

también se utilizó el Premax® con los aislamientos RBAN4-yfp, SMMP3-yfp, SVMP4-yfp, 

SVBP6-mche y 1008-cfp; y la mezcla de trehalosa con PVP se usó para RPAN1-yfp y 

SPAN5-cfp. Todos los aislamientos se inocularon con Premax® en semillas de soja. A 

modo de control, en todos los casos se inocularon las semillas con solución salina y el 

aditivo elegido en la proporción de uso. Después de la inoculación, las semillas de maíz 

y soja se colocaron en tubos de vidrio tapados con algodón estéril, que contenían 30 ml 

de solución mineral Jensen semi-sólida (0,5% p/v de agar) [324], y se incubaron en la 

cámara de plantas en oscuridad bajo las condiciones detalladas en la sección 3.1.1. En 

este caso se colocó una semilla por tubo. Para trigo, las semillas se colocaron en frascos 

de vidrio conteniendo 60 ml de la solución mineral, a razón de 3 semillas por frasco. El 

tiempo de incubación fue de 9 días para las semillas de maíz, 5 días para trigo y 7 días 

para soja, durante el cual se obtiene un buen desarrollo de raíces para cada cultivo. 

Particularmente en soja, las semillas se incubaron a 28 °C durante las primeras 48 hs 

para favorecer la germinación. Transcurrido el periodo de incubación en cámara para 
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cada planta, se cortaron las zonas apicales de las raíces de las plántulas en trozos 

pequeños (aproximadamente 1 cm) y se visualizaron explorando diferentes planos 

focales de la superficie utilizando un microscopio confocal (Zeiss LSM 880 con Airyscan, 

Instituto Leloir, Buenos Aires, Argentina). Se utilizaron los objetivos Plan-Apochromat 

20×/0,8 o C-Apochromat 40×/1,2 y el zoom electrónico para mejorar la visualización. Las 

longitudes de onda de excitación fueron 405 o 458 nm para aquellos aislamientos que 

expresan eCfp (1008 y SPAN5); 488 nm para aquellos que expresan eYfp (RBAN4, 

SMMP3, SVMP4 y RPAN1); o 543 nm para mCherry (SVBP6). Las longitudes de onda de 

emisión fueron entre 463 nm y 498 nm para eCfp (máx. en 480 nm); entre 515 nm y 574 

nm para eYfp (máx en 544 nm o 547 nm); y entre 583 nm y 675 nm para mCherry (máx. 

en 629 nm).  

A partir de los z-stack obtenidos para algunas de las cepas, se obtuvieron imágenes 

tridimensionales utilizando los métodos de proyección de máxima intensidad y textura 

de profundidad (depth coding). El primero toma el píxel más brillante de cada capa y 

muestra ese valor de intensidad de pixel en la imagen final, que comúnmente se 

proyecta a lo largo del eje z; mientras que la textura de profundidad reemplaza el color  

 

Figura 29. Esquema general utilizado para la observación del patrón de colonización de raíces de los 
distintos cultivos por nuestros aislamientos, mediante microscopía confocal.  
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de cada canal de la proyección por una escala de colores, donde cada color representa 

un valor del eje z o profundidad en el z-stack [325], [326]. 

 
4.2 Análisis estadís�cos 

Dado que las semillas u�lizadas no estaban sincronizadas, el número de réplicas 

para la visualización de los patrones de colonización bacteriana en las raíces varió entre 

cepas, dependiendo del �empo de germinación de las semillas. Por ello, el número de 

replicas que se observó bajo el microscopio osciló entre 2 y 4 semillas por aislamiento 

para maíz, y entre 2 o 3 semillas por aislamiento para soja. En trigo, aunque las semillas 

tampoco estaban sincronizadas, la germinación fue más uniforme. Por lo tanto, la 

can�dad de semillas inoculadas que se observaron fue de entre 3 y 6 por aislamiento. 

Por otro lado, para el tratamiento control inoculado con SS, se observaron 1 o 2 semillas 

en cada caso. 
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Resultados 

4.3 Patrones de colonización radicular en el rizoplano de plantas de maíz, 

trigo y soja 

La observación de plántulas de maíz, trigo y soja bajo el microscopio confocal 

permi�ó demostrar que nuestras cepas son capaces de establecerse en las raíces de 

estas plantas luego de la inoculación de las semillas, en las condiciones óp�mas 

establecidas en los ensayos previos. Además, se analizaron los diferentes patrones de 

colonización en la superficie radicular. 

En primer lugar, se comprobó que es posible alcanzar un grado aceptable de 

colonización de raíces de plántulas de maíz con estos aislamientos, cuando se introducen 

mediante la estrategia de inoculación en semilla (Figura 30). En general, se observó que 

las células bacterianas ocuparon preferentemente las uniones intercelulares de la raíz. 

Además, fue posible discernir entre tres distribuciones principales de las bacterias en la 

superficie epidérmica: disposición en forma de cordones (Figuras 30e y 30g); 

microcolonias dispersas en la superficie (Figuras 30b y 30c); o una combinación de 

ambas (Figura 30a, 30d y 30f). RBAN4-yfp, que demostró el mejor desempeño en la 

bacterización de semilla de maíz (Figura 20), también fue uno de los aislamientos que 

presentó un buen nivel de colonización de raíces, con una alta densidad bacteriana en 

las superficies de las mismas (Figura 30a), similar al nivel de colonización de la cepa de 

referencia 1008-cfp (Figura 30e). En contraste, SVMP4-yfp mostró patrones 

inconsistentes y bajos niveles de colonización en casi todas las réplicas (Figura 30d). Esta 

observación es coherente con el menor rendimiento de este aislamiento durante la 

bacterización de semillas de maíz en el día 0 (Figura 20). SVBP6-mche también mostró 

un comportamiento variable en la colonización de raíces de maíz, dado que se 

observaron pocas raíces colonizadas, con densidades bacterianas variables (no 

mostrado). Esta heterogeneidad se condice con los niveles de bacterización dispares 

entre réplicas biológicas que se obtuvieron a día 0 para esta cepa (Figura 14a). 
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A par�r de los z-stack obtenidos para algunas de las cepas se obtuvieron imágenes 

tridimensionales u�lizando la proyección de máxima intensidad y la textura de 

profundidad (depth coding), que se muestran en la Figura 31. Ambos abordajes 

permi�eron visualizar la profundidad que alcanzan estas cepas en la colonización del 

tejido radicular, siendo de carácter más superficial para 1008-cfp y SVMP4-yfp (Figura 

31a y 31b, respec�vamente), o logrando una mayor penetración en el tejido para SPAN5-

cfp (Figura 31c). Esta capacidad de SPAN5-cfp de alcanzar una mayor profundidad en la 

colonización, de 35 a 40 µm en la Figura 31c, se observó también en otra área de tejido 

de esta misma réplica, y en otras regiones de plántulas independientes, aunque 

alcanzando entre 15 a 18 µm de profundidad (no mostrado). En contraposición, para 

SVMP4-yfp ambos z-stack adquiridos en dos zonas diferentes de la misma réplica 

mostraron colonización hasta los 4 µm (en la Figura 31b se muestra uno de ellos). Por su 

parte 1008-cfp, evidenció una colonización de alrededor de 8 µm en todos los z-stack 

adquiridos, excepto por una región donde se observó colonización hasta los 17 µm (no 

mostrado). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Microscopía confocal del tejido radicular de plántulas de maíz, obtenidas 9 días después 
de la inoculación con nuestros aislamientos de Pseudomonas marcados con: eyfp (a-d), ecfp (e-f) y 
mcherry (g). Las imágenes en los paneles de la izquierda (1-3-5) corresponden a la microscopía 
confocal de fluorescencia y las de la derecha (2-4-6) a la microscopía de luz transmi�da. Los 
controles (h) se inocularon con SS y el adi�vo correspondiente. h) 1 se tomó con el filtro para eyfp; 
h) 3 con ecfp y h) 5 con mcherry. Todas las imágenes se capturaron en la zona de elongación de las 
raíces de maíz (a 1 cm sobre la zona apical), u�lizando un obje�vo de 20× y un zoom electrónico de 
4×, exceptuando a g) 1-2 (zoom 2×); h) 5-6 (zoom 1,5×); y f) 3-4 (obje�vo de 40× y zoom 4×). Se 
observaron diferentes patrones de colonización: en cordones (a-e-g), microcolonias dispersas en 
superficie (b-c); o la combinación de ambos (d-f). Las imágenes son representa�vas del patrón de 
colonización en todas las plántulas observadas. Los tratamientos control no mostraron fluorescencia 
en ningún caso (h). La escala está indicada con una barra blanca en cada imagen, que corresponde 
a 20 µm, excepto por f) 3-4 (10 µm); g) 1-2 (50 µm) y h) 5-6 (100 µm). 
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Figura 31. Imágenes tridimensionales a par�r de los z-stack obtenidos durante la microscopía confocal 
de raíces de plántulas de maíz. Las imágenes de la izquierda corresponden a las proyecciones de 
máxima intensidad de fluorescencia (vista semi-lateral), mientras que las de la derecha indican la 
profundidad alcanzada por cada aislamiento en el tejido radicular (vista superior), según la escala de 
colores (µm). Nótese que la imagen 31a corresponde a la proyección de la Figura 30e-1; la imagen 31b 
corresponde a la 30d-1; y la imagen 31c corresponde a la 30f-3.  
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Las imágenes de las raíces de plántulas de trigo evidenciaron una colonización muy 

pareja entre las réplicas de cada aislamiento, en concordancia con los buenos niveles de 

bacterización en semillas de trigo, y demostrando una vez más que nuestras cepas son 

capaces de colonizar la rizósfera a par�r de este método de inoculación. Si bien se 

detectó una preferencia por colonizar los espacios intercelulares de la epidermis de la 

raíz, también se observó colonización en la superficie de las células vegetales en todos 

los casos. Por lo tanto, en estos tejidos los patrones de colonización fueron mixtos para 

todas las cepas (Figura 32). Par�cularmente RPAN1-yfp (Figura 32b) fue el aislamiento 

que más se diferenció del resto en cuanto a su marcada tendencia por formar 

microcolonias y aglomeraciones bacterianas, tanto en el espacio intercelular como sobre 

las células de la raíz. La cepa SVMP4-yfp mostró niveles de colonización más bajos que 

el resto de los aislamientos, lo cual coincide con el grado de bacterización alcanzado en 

las ciné�cas. Además, fue posible detectar bacterias colonizando algunos pelos 

radiculares de las plántulas de trigo cuando se inoculó con los aislamientos RBAN4-yfp, 

SMMP3-yfp, SPAN5-cfp y SVMP4-yfp (Figura 33). No se observó interacción con pelos 

radiculares en el resto de los aislamientos.  

Los z-stack revelaron una colonización en profundidad tanto para RBAN4-yfp como 

para SVBP6-mche, alcanzando hasta 30 y 21 µm, respec�vamente (Figuras 34a y 34c). 

Para este úl�mo aislamiento, se detectó un comportamiento similar en otra de las 

réplicas analizadas. En contraste, el z-stack adquirido para RPAN1-yfp evidenció 

microcolonias superficiales (Figura 34b-1) que se perdían rápidamente al adentrarnos en 

el tejido de la raíz luego de los 2 µm, siendo solo la microcolonia central la que alcanzó 

los 5 µm de profundidad (Figura 34b-2). Al igual que en las raíces de maíz, SVMP4-yfp no 

mostró una gran penetración en el tejido, alcanzando alrededor de los 8 µm en los dos 

z-stack obtenidos para esta cepa (Figura 34d). 
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La microscopía de raíces de plántulas de soja permi�ó corroborar la colonización 

exitosa de todos nuestros aislamientos, detectando la presencia de patrones de 

colonización mixtos para las cepas evaluadas (Figura 35). El grosor de la radícula dificultó 

en gran medida la exploración exhaus�va, aun cuando se empleaban cortes 

transversales de la misma. De todas formas, fue posible observar una tendencia a 

colonizar las uniones intercelulares de la epidermis vegetal con presencia de 

microcolonias sobre las células de la planta.  

 

 

Figura 33. Microscopía confocal 
de los pelos radiculares de 
plántulas de trigo. Se observa 
colonización con nuestros 
aislamientos de Pseudomonas a) 
RBAN4-yfp, b) SMMP3-yfp, c) 
SVMP4-yfp, d) SPAN5-cfp. Todas 
las imágenes se capturaron 
u�lizando un obje�vo de 20× y un 
zoom electrónico de 4×, y 
corresponden a la superposición 
de las imágenes obtenidas por 
microscopía de campo claro y 
fluorescencia. La escala está 
indicada con una barra blanca en 
cada imagen y corresponde a 20 
µm. 
 

Figura 32. Microscopía confocal del tejido radicular de plántulas de trigo, obtenidas 5 días después 
de la inoculación con nuestros aislamientos de Pseudomonas marcados con: eyfp (a-d), ecfp (e-f) y 
mcherry (g). Las imágenes en los paneles de la izquierda (1-3-5) corresponden a la microscopía 
confocal de fluorescencia y las de la derecha (2-4-6) a la microscopía de luz transmi�da. Los 
controles (h) se inocularon con SS y el adi�vo correspondiente. h) 1 se tomó con el filtro para eyfp; 
h) 3 con ecfp y h) 5 con mcherry. Todas las imágenes se capturaron en la zona de elongación de las 
raíces de maíz (a 1 cm sobre la zona apical), u�lizando un obje�vo de 20× y un zoom electrónico de 
4×, exceptuando a h) 1-4 (zoom 2×) y h) 5-6 (sin zoom). Se observaron patrones mixtos de 
colonización en todos los casos. Las imágenes son representa�vas del patrón de colonización en 
todas las plántulas observadas. Los tratamientos control no mostraron fluorescencia en ningún caso 
(h). La escala está indicada con una barra blanca en cada imagen, y corresponde a 20 µm, excepto 
por h) 1-4 (50 µm) y h) 5-6 (100 µm).  
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Figura 34. Imágenes tridimensionales a par�r de los z-stack obtenidos durante la microscopía 
confocal de raíces de plántulas de trigo. Las imágenes de la izquierda corresponden a las 
proyecciones de máxima intensidad de fluorescencia, y las de la derecha indican la profundidad 
(µm) alcanzada por cada aislamiento en el tejido radicular (vista superior). La imagen 34c 
corresponde a la proyección de la Figura 32g-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral  Melani Lorch 

126 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral  Melani Lorch 

127 
 

 

Par�cularmente, las variantes RPAN1-yfp, SMMP3-yfp y SVMP4-yfp mostraron 

abundante colonización, no solo en la raíz principal sino también en raíces laterales 

(Figuras 35b, 35c y 35d). La colonización de SBVP6-mche (Figura 35g) en las dis�ntas 

réplicas de las plántulas observadas fue dispar y menos abundante que en las imágenes 

tomadas en raíces de trigo: mientras que en una de las réplicas se observó una can�dad 

aceptable de bacterias colonizando la radícula, en las demás la densidad bacteriana fue 

mucho menor o casi nula (no mostrado). Por su parte, las imágenes tomadas para 

SPAN5-cfp y 1008-cfp mostraron bastante ruido de fondo y menor definición que el resto 

de los aislamientos (Figuras 35e y 35f). Aun así, fue posible observar colonización de 

SPAN5-cfp en la raíz principal, y de 1008-cfp en las raíces laterales. Tanto para la cepa de 

referencia como para RBAN4-yfp solo fue posible observar las raíces laterales de las 

plántulas de soja, dado que el grosor de la raíz principal no permi�ó su visualización bajo 

el microscopio (Figuras 35a y 35e). 

En el caso de soja no se realizaron z-stacks como en los tejidos de plántulas de maíz 

y trigo dado que, en general, no se observaron áreas con colonización en profundidad. 

Además, el grosor y la densidad de las raíces dificultó la visualización. Aun así, fue posible 

capturar un z-stack para SVMP4-yfp, la cual alcanzó aproximadamente los 10 µm de 

profundidad al alojarse en las uniones intercelulares de la epidermis vegetal (Figura 36). 

 

Figura 35. Microscopía confocal del tejido radicular de plántulas de soja, obtenidas 7 días después 
de la inoculación con nuestros aislamientos de Pseudomonas marcados con: eyfp (a-d), ecfp (e-f) y 
mcherry (g). Las imágenes en los paneles de la izquierda (1-3-5) corresponden a la microscopía 
confocal de fluorescencia y las de la derecha (2-4-6) a la microscopía de luz transmi�da. Los 
controles (h) se inocularon con SS y el adi�vo correspondiente. h) 1 se tomó con el filtro para eyfp; 
h) 3 con ecfp y h) 5 con mcherry. Todas las imágenes se capturaron en la zona de elongación de las 
raíces de maíz (a 1 cm sobre la zona apical), u�lizando un obje�vo de 20× y un zoom electrónico de 
4×. Se observaron patrones mixtos de colonización en todos los casos. Las imágenes son 
representa�vas del patrón de colonización en todas las plántulas observadas. Los tratamientos 
control no mostraron fluorescencia en ningún caso (h). La escala está indicada con una barra blanca 
o negra en cada imagen, y corresponde a 20 µm. 
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Figura 36. Imagen tridimensional a par�r del z-stack obtenido para SVMP4-yfp durante la 
microscopía confocal de raíces de plántulas de soja. La imagen de la izquierda corresponde a la 
proyección de máxima intensidad de fluorescencia, y la de la derecha indica la profundidad (µm) 
alcanzada para este aislamiento en el tejido radicular (vista superior). Esta imagen corresponde a 
la proyección de la Figura 35d-1. 
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Discusión  
La localización de las bacterias en la raíz juega un rol importante en el antagonismo 

de patógenos ya que, por ejemplo, cuando este es mediado por la producción de 

metabolitos secundarios, como sideróforos y an�bió�cos, se requiere que el agente 

biocontrol esté presente en el si�o donde el patógeno actúa [322]. Por ejemplo, Dekkers 

y colaboradores demostraron que la inoculación de semillas de tomate con P. fluorescens 

WCS365, una eficiente colonizadora de la porción apical de la raíz, antagoniza al 

patógeno Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici, que ocupa ese mismo nicho 

[327]. En un estudio posterior donde seleccionaron subpoblaciones que colonizan más 

eficientemente el ápice de la raíz, los autores demuestran que esta bacteria actúa 

mediante competencia por nicho y nutrientes [124]. 

Durante este capítulo se evaluaron los patrones de colonización radicular en maíz, 

trigo y soja a par�r de la inoculación de semillas desinfectadas, mediante microscopía 

confocal. Nuestros aislamientos lograron colonizar exitosamente la radícula de los 

diferentes cul�vos (Figuras 30, 32 y 35), lo que cons�tuye un paso fundamental para 

ejercer un efecto beneficioso en las plantas [328]. A diferencia de lo reportado por 

Dekkers en tomate, en nuestro caso no fue posible detectar una zona específica de 

colonización ya que los cortes se realizaron a 1 cm del ápice de la raíz. Sin embargo, no 

se observó colonización de las células de la cofia en ningún caso, a pesar de la abundante 

secreción de exudados en esta región [38]. En aquellos casos donde la porción de la 

radícula evaluada se encontraba cerca de la semilla, se observó una mayor densidad de 

colonización en las proximidades de la misma en comparación con el ápice (no 

mostrado). Esta tendencia ha sido reportada en trabajos previos en canola y tomate 

mediante técnicas de microscopía y/o recuentos en placa, tanto en plantas crecidas en 

suelo como en sistemas gnotobió�cos con dis�ntos soportes [322], [329], [330]. En el 

caso de Pseudomonas, se ha observado un patrón similar en diversas plantas entre los 

días 3 y 7 post-inoculación, donde la mayoría de las bacterias se concentran en las áreas 

de la raíz adyacentes a la semilla, disminuyendo en can�dad hacia el ápice [330], [331]. 

Un estudio gnotobió�co con P. fluorescens WCS365 en plantas de tomate mostró que, a 

pesar de ser una cepa con excelente capacidad de colonización del ápice, alcanza en esta 

zona una densidad de colonización 100 veces menor que en la base de la raíz, a los 7 días 
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de crecimiento [332]. Esta evidencia sugiere que la colonización de la radícula ocurriría 

de manera gradual, desde la semilla hacia la raíz en desarrollo. Además, en algunas 

bacterias con altos niveles de colonización el avance sobre la raíz es mayor [124], [327].  

Las microscopías de nuestros aislamientos revelaron una marcada preferencia por 

ocupar los espacios entre las células epidérmicas de la raíz (Figuras 30, 32 y 35). En este 

sen�do, nuestros resultados se corresponden con inves�gaciones previas que 

demuestran que la colonización de la raíz no es homogénea, sino que ocurre en forma 

de parches o en zonas específicas [49]. Si bien algunos estudios reportan que las 

rizodeposiciones ocurren principalmente en la zona apical de la raíz y en los si�os donde 

emergen las raíces laterales y los pelos radiculares [333], [334], las depresiones entre las 

células vegetales serían también un si�o altamente permeable para los exudados 

radiculares, ricos en compuestos carbonados y señales químicas [335], [336]. Esta 

distribución par�cular de las bacterias se ha documentado en diversas especies del 

género Pseudomonas, sugiriendo que estas regiones son favorables para la adhesión 

bacteriana. Por ejemplo, se observó que una cepa de P. fluorescens es capaz de ocupar 

estas grietas en las raíces de plantas de cebada en asociación con otras bacterias 

rizosféricas, incluso cuando se u�liza suelo como sustrato [321]. Un patrón similar se vio 

para P. fluorescens WCS365 en raíces de plantas de tomate, en donde también interactuó 

con los pelos radiculares [330], [337]. Este úl�mo comportamiento se observó en 

nuestras microscopías de plantas de trigo con los aislamientos RBAN4-yfp, SMMP3-yfp, 

SVMP4-yfp y SPAN5-cfp, que colonizaron algunos pelos radiculares (Figura 33). Wat y 

colaboradores examinaron la distribución de bacterias en raíces de trigo crecidas a 

campo, analizando par�cularmente la comunidad de Pseudomonas na�vas, y detectaron 

una distribución rela�vamente uniforme de este género a lo largo de la raíz. Incluso, 

Pseudomonas ocupó la zona de elongación de las raíces, que es la menos colonizada por 

el resto de la microflora del suelo. Más de la mitad de las Pseudomonas detectadas en 

este estudio se encontraban agrupadas y en asociación a ciertas estructuras de la raíz, 

como los pelos radiculares, las depresiones entre células, y las células de la cofia. Otras 

bacterias del suelo siguieron también esta distribución, aunque fueron más abundantes 

en el ápice de la raíz que en la zona de elongación [338].  

En contraposición con la hipótesis de que la alta secreción de exudados favorece 

la colonización de las uniones intercelulares, Morris et al. sugirieron que los agregados 
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de bacterias observados en estas zonas podrían ser el resultado de la acumulación de 

células bacterianas depositadas a medida que el agua se desplaza por la superficie de la 

raíz por capilaridad. Entonces, la formación de microcolonias en la superficie de la raíz 

estaría más vinculada a procesos ac�vos de adhesión y producción de exopolisacáridos 

[339]. Si bien nuestros aislamientos mostraron mayoritariamente una disposición en 

cordones entre las células de la epidermis, como 1008-cfp y SVBP6-mche en maíz 

(Figuras 30e y 30g), otros formaron agregados o microcolonias entre y sobre las células 

vegetales (Figuras 30, 32 y 35). En par�cular, RPAN1-yfp se destacó por su mayor 

tendencia a formar aglomeraciones, especialmente en plantas de maíz y de trigo (Figuras 

30b y 32b), mientras que SMMP3-yfp mostró un patrón similar en maíz (Figura 30c). Un 

trabajo de Hansen y colaboradores demostró que una cepa de P. fluorescens se dispone 

en el rizoplano de plantas de cebada formando tanto cordones de bacterias como 

agregados irregulares entre las células de la raíz, a los 7 días post-inoculación [320]. En 

concordancia con lo anterior, nuestras microscopías mostraron patrones mixtos en maíz 

al inocular con RBAN4-yfp, SVMP4-yfp y SPAN5-cfp, mientras que en trigo y soja esta 

disposición se observó en todos los casos (Figuras 30a, 30d, 30f, 32 y 35). Las diferencias 

en los patrones de colonización probablemente influyen en la capacidad para ejercer de 

manera efec�va las ac�vidades relacionadas al biocontrol, dado que la competencia por 

nicho y nutrientes es una de las estrategias llevadas a cabo por Pseudomonas spp. [125], 

[340]. Aunque nuestros aislamientos evidenciaron diferencias su�les en los patrones de 

colonización, se han documentado diferencias más marcadas entre bacterias PGPR 

pertenecientes al mismo género bacteriano, e incluso patrones dis�n�vos entre plantas 

colonizadas por una misma cepa [58]. Otro aspecto relevante es que, en las plantas de 

maíz inoculadas con SVBP6-mche y SVMP4-yfp que mostraron niveles de bacterización 

de semillas variables o bajos, se observó una colonización radicular escasa o limitada a 

ciertas réplicas (no mostrado). Por otro lado, la colonización de las raíces de trigo por 

nuestros aislamientos fue muy pareja (Figura 32), coincidiendo con lo observado en los 

experimentos de supervivencia en semilla. Estas evidencias respaldan la idea de que los 

niveles de bacterización iniciales en la semilla son relevantes para la posterior 

colonización de las raíces, como se ha visto para otras Pseudomonas [341]. 

 Por otra parte, las imágenes tridimensionales de las raíces permi�eron detectar 

diferencias en la profundidad de colonización entre algunos de los aislamientos. SVMP4-
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yfp, por ejemplo, mostró una colonización superficial en los tres cul�vos evaluados 

(Figuras 31b, 34d y 36), a diferencia de SPAN5-cfp en maíz (Figura 31c) y SVBP6-mche en 

trigo (Figura 34c), que mostraron mayor penetración en el tejido radicular. Sin embargo, 

las profundidades alcanzadas por los aislamientos se encuentran dentro del rango 

reportado para bacterias rizosféricas, variando entre los 2 μm a los 30 μm desde la 

superficie de la raíz [338]. Sería interesante evaluar si las diferencias observadas están 

relacionadas con capacidades propias de estos aislamientos, o con propiedades 

morfológicas de las raíces. Por úl�mo, resulta relevante evaluar qué ocurre con estos 

patrones de colonización radicular a periodos más largos de crecimiento de la planta, y 

en presencia de microflora compe��va. 

 

 

Conclusiones 

En este capítulo, demostramos mediante microscopía confocal que los 

aislamientos de Pseudomonas evaluados poseen la capacidad de colonizar la radícula de 

maíz, trigo y soja, a par�r de una estrategia de inoculación en semilla. Se observó que 

estos aislamientos se localizan preferentemente en el espacio intercelular de las células 

epidérmicas de la raíz, formando cordones y/o microcolonias de mayor tamaño. 

Adicionalmente, se detectaron microcolonias sobre las células vegetales. Nuestras 

observaciones son coherentes con los niveles de bacterización alcanzados en semilla, 

sugiriendo que un alto nivel de bacterización en semilla se traduce en una buena 

colonización radical. 
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Capítulo 5: Evaluación de la 
compe��vidad rizosférica de los 
aislamientos de Pseudomonas 
u�lizando suelo como sustrato  
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Introducción 
Numerosos factores, tanto bió�cos como abió�cos, influyen en el rendimiento de 

las bacterias inoculadas en condiciones a campo. Un aspecto clave para la colonización 

es la capacidad de las bacterias introducidas para compe�r con los microorganismos 

na�vos presentes en el suelo. Sin embargo, la compa�bilidad con la planta, la 

temperatura, el pH, la radiación, el �po de suelo, la disponibilidad de nutrientes, entre 

otros factores, pueden ser crí�cos para la supervivencia, la colonización y el 

establecimiento de los inoculantes en la rizósfera [342].  

En la mayoría de los estudios con PGPM, el foco está puesto en las ac�vidades 

relacionadas con el biocontrol o la biofer�lización, y muchos ensayos de colonización se 

realizan con cepas individuales bajo condiciones estériles de laboratorio. Por lo tanto, 

resulta necesario adoptar un enfoque integral que incluya a las comunidades del suelo 

para evaluar el establecimiento y la supervivencia de los inoculantes en condiciones más 

similares a las del campo [248], [343].  Desde una perspec�va ecológica, el microbioma 

residente puede afectar significa�vamente el establecimiento de los microorganismos 

introducidos mediante diferentes mecanismos. Uno de ellos es la superposición de 

nichos, que fomenta la competencia entre microorganismos, generalmente resultando 

en la exclusión compe��va de uno de ellos [344]. Por ejemplo, un estudio realizado por 

Wang y colaboradores evidenció que ciertas cepas de Pseudomonas mostraron un efecto 

protector contra un patógeno del mismo género en plantas de Arabidopsis, en ausencia 

de producción de metabolitos an�microbianos, y correlacionaron este fenómeno con los 

altos niveles de colonización de las cepas protectoras [345]. Por otro lado, los efectos de 

prioridad también cumplen un rol importante, en el cual los microorganismos que 

colonizan primero determinan la composición de la comunidad y evitan el 

establecimiento de otros que aparecen después, incluso si estos úl�mos son más 

compe��vos [346], [347]. Esto refuerza la idea de que, cuando un nicho metabólico está 

ocupado por una microbiota residente, el éxito del establecimiento del inoculante 

disminuye [348]. Sin embargo, no todas las interacciones son compe��vas; sino que 

también existen interacciones que facilitan la colonización [344]. Además, los 

bacteriófagos y organismos depredadores microbianos, como los protozoos, también 

pueden moldear las poblaciones microbianas del suelo [349], [350]. A su vez, la 
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inoculación con microorganismos exógenos puede impactar en la comunidad en la que 

han sido introducidos, principalmente en aquellos microorganismos que comparten el 

mismo nicho [344]. Sin embargo, en el caso de Pseudomonas, se han reportado 

alteraciones mínimas en la estructura de la comunidad del suelo [351], [352], incluso con 

inoculaciones secuenciales [353]. 

Los ensayos en condiciones controladas de invernáculo u�lizando suelo como 

sustrato cons�tuyen un paso esencial previo a los experimentos a campo [342], [354].  

En este sen�do, es primordial contar con metodologías que permitan monitorear el 

establecimiento del inoculante en la rizósfera y, principalmente, diferenciar el 

microorganismo introducido de la microbiota na�va. Las técnicas clásicas dependientes 

de cul�vo son comúnmente u�lizadas, aunque requieren de la u�lización de medios 

selec�vos [355]. Además, existe poca información sobre la implicancia de los niveles de 

bacterización de semillas en la colonización de raíces y la compe��vidad en 

Pseudomonas. Con estos antecedentes, en este capítulo se plantea: 

• Analizar si los aislamientos de Pseudomonas inoculados en semilla se establecen 

y persisten en la rizósfera de plantas de maíz, trigo y soja, al cabo de un mes de 

crecimiento en suelo. 

• Evaluar si existe correlación entre los niveles de bacterización en semilla y los 

de colonización rizosférica observada en etapas tempranas del crecimiento 

vegetal. 

• Evaluar diferentes parámetros de las plantas asociados a los efectos de 

promoción del crecimiento por parte de estas cepas. 
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Materiales y Métodos 

5.1 Ensayos en invernáculo  

En este capítulo se llevaron a cabo experimentos de competitividad en 

condiciones de invernáculo en plantas de maíz, trigo y soja, inoculadas con nuestros 

aislamientos a partir de semillas sin desinfectar. En todos los ensayos se utilizó como 

sustrato una mezcla compuesta por partes iguales de perlita estéril y suelo, obtenido de 

la reserva natural municipal Santa Catalina, Lavallol, Provincia de Buenos Aires (34° 47’ 

12.8’’ S, 58° 26’ 28.6’’ W; Tabla 13), el cual se tamizó empleando un tamiz de 2 mm. Se 

emplearon vasos descartables de 1 litro perforados en la parte inferior a modo de 

maceta, con 5 réplicas por tratamiento (n = 5) y 1 planta por pote para maíz y soja; y 5 

plantas por pote para trigo. Luego del armado de las mismas, se humedeció la mezcla 

de sustrato a capacidad de campo con agua destilada estéril, hasta alcanzar entre el 25 

y 30% del peso final de las macetas. Inmediatamente se sembraron las semillas. 

 
Tabla 13. Características del suelo utilizado 
en el ensayo de invernáculo 

Propiedades 
Clasificación Argiudol típico 
Textura Franco limoso 
Carbono orgánico total (%) 2,87 
Materia orgánica total (%) 4,94 
pH (1:2,5) 6,4 
Nitrógeno total (%) 0,22 
Fósforo total (mg kg-1) 52,99 
Porcentaje de arcillas 16 
Porcentaje de arena 14,8 
Porcentaje de limo 69,2 
Humedad 13,41 

 

Las semillas sin desinfectar se inocularon con el aditivo óptimo para cada par 

aislamiento-semilla siguiendo el protocolo descripto en la sección 3.1 (ver detalle de los 

aditivos utilizados en la sección 4.1). Para SVMP4-yfp se empleó la combinación de 

trehalosa y PVP en lugar de Premax®, en este caso. Se incluyó, además, un control que 

se inoculó únicamente con solución salina y el aditivo empleado. En los ensayos con maíz 

se utilizó la variedad KM 87 VIP3; para trigo se empleó la variedad Baguette 620; y para 

soja, la variedad 13-146. Previo a la siembra, se cuantificó la bacterización alcanzada en 
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cada semilla como se explicó antes en la sección 3.1, utilizando una única réplica por 

tratamiento. En cada maceta se colocaron 2 semillas inoculadas para maíz y soja, y 7/8 

para trigo, que luego se cubrieron ligeramente con la mezcla de sustrato. Al cabo de 5-

7 días, se ralearon las plántulas para dejar un único ejemplar por maceta para maíz y 

soja, y 5 ejemplares para trigo. Las macetas se incubaron bajo condiciones de 

invernáculo con una temperatura y humedad entre 20-24 °C y 60-80%, respectivamente, 

y un ciclo de luz-oscuridad de 16-8 hs. El riego fue realizado con agua destilada estéril, 

monitoreando las macetas por peso 3 veces por semana para llevarlas nuevamente a 

capacidad de campo. Al inicio de los ensayos, se realizó un recuento de bacterias 

heterótrofas totales en medio TSA 10% a partir de la mezcla de suelo-perlita empleada 

como sustrato [81]. Además, se evaluó la ausencia de crecimiento en el medio Gould’s 

S1 suplementado con Gm, Km, o con la combinación de Km y Sm para asegurarnos de 

recuperar únicamente nuestras cepas a partir de la rizósfera de las plantas en el medio 

de cultivo Gould’s S1 suplementado.  

La cosecha se llevó a cabo luego de 4 semanas, la cual implicó la toma de muestras 

de rizósfera, definida como el sistema radicular junto con las partículas de suelo que se 

encuentran más firmemente adheridas al mismo. Para ello, luego de descalzar la 

maceta, se desprendió manualmente el suelo débilmente adherido a las raíces, para 

seguir con la medición de los parámetros de cada planta. Las muestras de la porción 

radicular de cada planta se mantuvieron a 4 °C hasta el procesamiento de las mismas 

(Figura 37). 

 

5.1.1 Evaluación de efectos PGPR sobre los parámetros de la planta  

Se evaluó el crecimiento de las plantas midiendo la longitud de la porción aérea, 

la longitud de la raíz, la biomasa fresca de las porción radicular y aérea, y la biomasa 

seca de la parte aérea únicamente. En el primer caso, cada planta se midió 

individualmente desde la base del tallo hasta el extremo de la hoja más alta. 

Seguidamente se midió la longitud de la raíz desde la base hasta el extremo de la raíz 

más larga. Para determinar la biomasa fresca, inmediatamente luego del descalce, la 

parte aérea de cada planta fue separada de la porción radicular, y ambas se pesaron por 

separado. Por último, la parte aérea se dejó secar en estufa a 60 °C en bolsas de papel 

durante una semana, y luego se volvió a registrar el peso para obtener la biomasa seca. 
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Figura 37. Esquema general de los ensayos realizados en condiciones de invernadero.  
 

5.1.2 Recuentos en placa  

Con el objetivo de conocer el número de Pseudomonas marcadas que se 

adhirieron a las raíces de maíz a partir de la inoculación en semilla, se pesaron 2 g de 

raíces y se resuspendieron en 18 ml de SS, mientras que para trigo y soja se pesó 1 g y 

se resuspendieron en 9 ml de SS. Luego de agitar en vórtex durante 1 minuto a máxima 

potencia, se sonicó (40 kHz, 160 W, Testlab TB04, Argentina) por 1 minuto [72]. 

Seguidamente, se colocaron las muestras en un agitador orbital durante 15 minutos a 

250 rpm y luego se centrifugó a 50 × g durante 1 minuto. Se realizaron diluciones 

seriadas a partir del sobrenadante y se sembraron gotas de 10 o 20 μl por triplicado en 

placas de medio TSA 10%, para el recuento de bacterias heterótrofas totales, y en medio 

Gould’s S1 suplementado con el antibiótico correspondiente para cada aislamiento, 

según las resistencias presentes en el cassette mini-Tn7 [263]. Las placas fueron 

incubadas a 28 °C durante 48 hs.  

Dado que el obje�vo era expresar los resultados de los recuentos en relación al 

peso seco de las raíces, se determinó el porcentaje de humedad de cada una de las 
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muestras. Para ello, se registró el peso de aproximadamente 0,150 g de raíces en un tubo 

�po eppendorf de 1,5 ml, y se incubaron a 60 °C durante 1 semana. Luego de este 

�empo, se volvió a pesar todo el contenido de los tubos y se calcularon los porcentajes 

de humedad antes mencionados. 

 

5.2 Análisis estadís�cos 

El número de réplicas para los ensayos en invernáculo fue de 5 macetas por 

tratamiento (n = 5), y los recuentos se realizaron en medio TSA 10% y Gould’s S1 por 

triplicado para cada réplica. Los valores de UFC se transformaron con la fórmula log10(x 

+ 50) antes de los análisis estadís�cos (ver sección 3.2 para más detalles). Los datos se 

analizaron con el so�ware GraphPad Prism V. 8.00, según lo explicado anteriormente 

para la bacterización de semillas (sección 3.2). 
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Resultados 

5.3 Compe��vidad de los aislamientos en la rizósfera 

Con el obje�vo de evaluar el desempeño de nuestros aislamientos en la 

colonización de las raíces frente a la microflora na�va del suelo, se llevaron a cabo 

ensayos en condiciones controladas de invernadero. Al cabo de un mes de crecimiento 

de las plantas, se estudió la compe��vidad de cada aislamiento por la ocupación de las 

raíces mediante la cuan�ficación de su abundancia rizosférica. El recuento inicial de 

bacterias heterótrofas y mesófilas en la mezcla suelo-perlita, la cual se u�lizó 

posteriormente como sustrato, fue de 3,7 ± 0,64 × 105 UFC/g, mientras que el número 

de Pseudomonas naturalmente resistentes a Km25 provenientes de la misma mezcla fue 

de 5,4 ± 2,33 × 102 UFC/g. Estas Pseudomonas no fueron detectadas cuando se 

suplementó el medio S1 con Sm100 en combinación con Km25, ambas resistencias 

contenidas en los cassettes Tn7 correspondientes (Tabla 2, [215]) Por otro lado, no se 

recuperaron Pseudomonas naturalmente resistentes a Gm20. De esta forma se aseguró 

que al procesar el sistema radicular los recuentos de Pseudomonas en medio selec�vo 

correspondiesen únicamente a nuestros aislamientos marcados. 

En el caso de maíz, los recuentos a par�r de las de las semillas variedad KM 87 VIP3 

(Tabla 14) que luego se u�lizarían para el ensayo en invernáculo (Figura 38), siguieron la 

misma tendencia que los ensayos de bacterización (Tabla 8). Aunque la carga en semilla 

fue en general más baja, RBAN4-yfp y 1008-cfp alcanzaron los niveles más altos. Sin 

embargo, SVMP4-yfp obtuvo recuentos más similares a SPAN5-cfp y SMMP3-yfp, y 

SBVP6-mche no fue detectado inmediatamente después de la inoculación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 14. Número de bacterias recuperadas a 
partir de las semillas de maíz inoculadas, para 
el ensayo de invernáculo 

  
Log10 (UFC+50)/g de semilla 

RBAN4-yfp 3,55 
RPAN1-yfp 2,46 
SMMP3-yfp 2,13 
SPAN5-cfp 1,98 
SVMP4-yfp 2,30 
SVBP6-mche n.d. 
1008-cfp 4,11 
n.d. = no detectado en semilla (< 200 UFC/g). 
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La carga de bacterias heterótrofas y mesófilas cul�vables en la rizósfera luego de 

un mes de ensayo mostró valores entre 3,5 × 107 y 5,7 × 108 UFC por gramo de raíz seca 

(Tabla 15). En cuanto a los aislamientos ensayados, se detectó un mayor grado de 

colonización de raíces para aquellas cepas que habían mostrado los niveles más altos de 

bacterización en las semillas de maíz de ambas variedades, en el mismo día de la 

inoculación (Figura 39 y Tabla 14). En los recuentos, el aislamiento SMMP3-yfp 

representó el 0,63% del total de bacterias heterótrofas mesófilas cul�vables, siendo el 

más alto después de la cepa de referencia 1008-cfp. Estos porcentajes cayeron al 0,18% 

y 0,04% para los aislamientos RBAN4-yfp y RPAN1-yfp, respec�vamente (Tabla 15). 

SPAN5-cfp fue el único aislamiento que no fue detectado en la rizósfera de maíz, a pesar 

de haber mostrado buenos niveles de bacterización en semilla (Figura 14a), y de haberse 

encontrado en el grupo de semillas tratadas u�lizadas para sembrar las macetas (Tabla 

14). Consistentemente con los bajos niveles de bacterización en semilla conseguidos por 

SVBP6-mche y SVMP4-yfp, ambas cepas mostraron variabilidad al momento de ser 

detectadas en las muestras de rizósfera (Figura 39). Sin embargo, cuando se evaluaron 

los efectos de promoción del crecimiento vegetal de estas cepas de Pseudomonas, se 

observó que todos los aislamientos mejoraron la mayoría de los parámetros medidos 

(Figura 40). Par�cularmente, RBAN4-yfp, RPAN1-yfp, SMMP3-yfp y SVBP6-mche 

incrementaron significa�vamente la biomasa aérea de las plantas de maíz (Figuras 40a y 

Figura 38. Plantas de maíz en estadio V3, al momento de la cosecha. En cada imagen se muestran 
las plantas inoculadas con el aislamiento indicado (izquierda) y el control inoculado con solución 
salina (derecha). 
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y 40b), si bien las plantas inoculadas con RBAN4-yfp no evidenciaron una mayor altura 

(Figuras 38b y 40c). Aun así, se encontró una correlación posi�va entre la biomasa aérea 

(fresca y seca), altura de las plantas, y biomasa radicular en el conjunto de datos (Figura 

41). Si se analiza el crecimiento de las raíces, observamos un aumento en el peso fresco 

de las mismas como consecuencia de la inoculación con nuestros aislamientos; no 

obstante, se obtuvieron valores similares de largo de raíz en todos los tratamientos 

(Figura 40e). Finalmente, cuando se analiza la relación entre la biomasa aérea y la 

biomasa radicular (BA/BR), se encontró que SPAN5-cfp fue el único tratamiento que 

significa�vamente favoreció la porción aérea sin la necesidad de incrementar la biomasa 

radicular, aunque SVBP6-mche y SVMP4-yfp mostraron una tendencia similar (Figura 

40f).  

Tabla 15. Densidad de bacterias heterótrofas mesófilas cultivables en la rizósfera de 
plantas de maíz, y su relación con la abundancia de nuestros aislamientos. 
  Heterótrofas mesófilas  Porcentaje del 

aislamiento en la 
rizósfera de maíz b   Log10 (UFC+50)/g  de raíz  ± SD ANOVA a 

Control 7,53 ± 0,13 c  - 
RBAN4-yfp 8,72 ± 0,19 a 0,183 
RPAN1-yfp 8,03 ± 0,19 bc 0,036 
SMMP3-yfp 8,55 ± 0,21 ab 0,634 
SPAN5-cfp 7,51 ± 0,03 c 0,000 
SVMP4-yfp 8,14 ± 0,58 b 0,000 
SVBP6-mche 8,57 ± 0,11 ab 0,027 
1008-cfp 8,22 ± 0,73 b 1,222 
a Analizado con ANOVA, LSD Fisher (p < 0,05).  
b Calculado como el número de UFC/g de raíz dividido el número de UFC/g de heterótrofas 
cul�vables. 

Figura 39. Colonización temprana de 
las raíces de maíz por parte de 
nuestros aislamientos de 
Pseudomonas, en presencia de 
microflora na�va del suelo. Los datos 
fueron corregidos para expresar los 
valores según el peso seco de las 
raíces. Letras diferentes indican 
diferencias estadís�camente 
significa�vas entre tratamientos 
(Kruskal-Wallis con test de Dunn 
para comparaciones múl�ples, p < 
0,05). 
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Figura 40. Estudio de los parámetros de las plantas de maíz en estadio V3, inoculadas con nuestros 
aislamientos de Pseudomonas al cabo de un mes. Se evaluó a) peso fresco y b) seco de la parte aérea; 
c) altura de las plantas; d) peso fresco de las raíces; e) longitud de la raíz; y f) la relación entre la 
biomasa aérea/biomasa radicular (BA/BR). En blanco se muestra el control sin inocular. Letras 
diferentes indican diferencias estadís�camente significa�vas entre tratamientos (ANOVA con LSD de 
Fisher, p < 0,05). 
 

 

 

A B C 

D E  

Figura 41. Correlación de Pearson 
entre los parámetros evaluados de 
las plantas de maíz. La parte superior 
de la diagonal muestra los valores de 
los coeficientes de Pearson, mientras 
que la inferior muestra el p valor 
asociado a cada comparación. ** 
indica p < 0,01, *** indica p < 0,001, 
**** indica p < 0,0001; n.s., no 
significa�vo). 
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En el ensayo de trigo (Figura 42), los niveles de bacterización de las semillas 

inoculadas previo a la siembra (Tabla 16) fueron consistentes con los obtenidos en los 

experimentos anteriores (Tabla 8). Luego de la cosecha, los recuentos de bacterias 

mesófilas oscilaron entre 7,46 × 108 y 4,24 × 109 por gramo de raíz seca, superando los 

valores obtenidos en el ensayo de maíz (Tabla 17). A pesar de ello, el porcentaje de cada 

uno de nuestros aislamientos en rizósfera de trigo respecto de la can�dad de bacterias 

heterótrofas fue más alto, excepto para 1008-cfp y SMMP3-yfp (Tabla 17). La abundancia 

total de cada uno de los aislamientos fue incluso más pareja (Figura 43), en concordancia 

con los niveles más homogéneos de bacterización de semillas para este cul�vo en el día 

de la inoculación (Tablas 8 y 16). 

Figura 42. Plantas de trigo en estado final de macollaje (Z2 según la escala de Zadocks [356]), al 
momento de la cosecha. En cada imagen se muestran las plantas inoculadas con el aislamiento 
indicado (izquierda) y el control inoculado con solución salina (derecha). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 16. Número de bacterias recuperadas a 
partir de las semillas de trigo inoculadas, para 
el ensayo de invernáculo 
  Log10 (UFC+50)/g de semilla 
RBAN4-yfp 5,13 
RPAN1-yfp 4,96 
SMMP3-yfp 5,23 
SPAN5-cfp 4,80 
SVMP4-yfp 4,20 
SVBP6-mche 5,03 
1008-cfp 4,86 
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SMMP3-yfp, SPAN5-cfp y 1008-cfp obtuvieron los porcentajes más altos de 

colonización en trigo (Tabla 17). Par�cularmente, SVMP4-yfp evidenció una carga más 

baja que el resto de las cepas (Figura 43), representando el 0,001% del total de bacterias 

heterótrofas cul�vables (Tabla 17). Si tenemos en cuenta el nivel de bacterización 

conseguido en semillas de trigo, se observa que este aislamiento parte de un número 

más bajo en el día de la inoculación (Tabla 16). SVBP6-mche también mostró una 

abundancia total menor (Figura 43), a pesar de haber logrado una buena bacterización 

en semilla (Tabla 16). Aun así, su porcentaje en rizósfera en comparación al número de 

bacterias heterótrofas fue similar al de RBAN4-yfp y RPAN1-yfp (Tabla 17). 

 

Tabla 17. Densidad de bacterias heterótrofas mesófilas cultivables en la rizósfera de plantas 
de trigo y su relación con la abundancia de nuestros aislamientos 
  Heterótrofas mesófilas  Porcentaje del aislamiento 

en la rizósfera b   Log10 (UFC+50)/g  de raíz  ± SD ANOVA a 

Control 9,55 ± 0,08 a  - 
RBAN4-yfp 9,02 ± 0,21 cd 0,277 
RPAN1-yfp 9,51 ± 0,17 a 0,200 
SMMP3-yfp 9,18 ± 0,12 bc 0,465 
SPAN5-cfp 8,80 ± 0,21 d 0,364 
SVMP4-yfp 9,61 ± 0,13 a 0,001 
SVBP6-mche 9,01 ± 0,27 cd 0,200 
1008-cfp 9,40 ± 0,15 ab 0,361 
a Analizado con ANOVA, LSD Fisher (p < 0,05).   
b Calculado como el número de UFC/g de raíz dividido el número de UFC/g de heterótrofas 
cul�vables. 

Figura 43. Colonización temprana de 
las raíces de trigo por parte de 
nuestros aislamientos de 
Pseudomonas, en presencia de 
microflora na�va del suelo. Los datos 
fueron corregidos para expresar los 
valores según el peso seco de las 
raíces. Letras diferentes indican 
diferencias estadís�camente 
significa�vas entre tratamientos 
(ANOVA con LSD Fisher, p < 0,05). 
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Las diferencias en la abundancia de nuestros aislamientos en rizósfera no fue un 

factor determinante al analizar los efectos de promoción del crecimiento en plantas de 

trigo. Por ejemplo, se observaron valores equivalentes al control sin inocular en la 

biomasa aérea fresca y seca para todos los tratamientos (Figuras 44a y 44b), aunque 

RBAN4-yfp, SPAN5-cfp, SVMP4-yfp y SVBP6-mche mostraron valores mayores al control 

a pesar de no ser estadís�camente significa�vos. RPAN1-yfp incluso obtuvo valores más 

bajos de altura de las plantas (Figura 44c). Por su parte, SPAN5-cfp fue el único 

aislamiento que logró incrementar el peso fresco de la raíz significa�vamente, aunque 

SVBP6-mche mostró la misma tendencia (Figura 44d). Esto no impactó en la longitud de  

 

 

A B C 

D E F 

Figura 44. Estudio de los parámetros de las plantas de trigo en Z2, inoculadas con nuestros 
aislamientos de Pseudomonas al cabo de un mes. Se evaluó a) peso fresco y b) seco de la parte aérea; 
c) altura de las plantas; d) peso fresco de las raíces; e) longitud de la raíz; y f) la relación entre la 
biomasa aérea/biomasa radicular (BA/BR). En blanco se muestra el control sin inocular. Letras 
diferentes indican diferencias estadís�camente significa�vas entre tratamientos (ANOVA con LSD de 
Fisher para a-c-e-f, p < 0,05; y Kruskal-Wallis con test de Dunn para comparaciones múl�ples en b-d, 
p < 0,05). 
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la raíz más larga (Figura 44e). De hecho, se encontró una correlación nega�va y 

significa�va entre la altura de las plantas y la longitud de la raíz en el conjunto de datos 

(Figura 45). El desempeño del resto de los aislamientos fue indis�nguible del control sin 

inocular en este estadio par�cular de las plantas de trigo (Figura 44).  

Para el ensayo en plantas de soja (Figura 46), los recuentos provenientes de 

semillas inoculadas con nuestros aislamientos (Tabla 18) fueron similares a los obtenidos 

en los ensayos de bacterización (Tabla 8). No obstante, SVMP4-yfp no fue recuperada de 

las semillas a diferencia de lo que se obtuvo anteriormente. La abundancia de bacterias 

heterótrofas mesófilas cul�vables al cabo de un mes fue pareja en todas las muestras, 

variando entre 4,0 y 5,2 × 109 por gramo de raíz seca, excepto por el tratamiento con 

1008-cfp donde la carga fue mayor (Tabla 19). Asimismo, estos valores fueron más altos 

que en el ensayo de maíz, pero comparables a los obtenidos en el ensayo de trigo (Tablas 

15 y 17). Todos los aislamientos fueron detectados en rizósfera, incluyendo SVMP4-yfp, 

el cual no se había recuperado de las semillas (Figura 47). Además, los niveles de 

colonización mostraron el mismo patrón que en plantas de trigo (Figura 43). Aquellos 

aislamientos que mostraron un mayor grado de bacterización de semillas fueron los que 

colonizaron más abundantemente la rizósfera de soja (Tablas 18 y 19). La cepa de 

referencia 1008-cfp fue el aislamiento con los recuentos más altos, alcanzando el 1,3% 

respecto del total de bacterias heterótrofas, mientras que para SVBP6-mche y SVMP4- 

yfp este porcentaje fue de 0,03 y 0,001%, respec�vamente (Tabla 19). Es interesante que 

tanto 1008-cfp como SVBP6-mche y RBAN4-yfp lograron colonizar la rizósfera de soja en  

Figura 45. Correlación de Pearson 
entre los parámetros evaluados de 
las plantas de trigo. La parte 
superior de la diagonal muestra los 
valores de los coeficientes de 
Pearson, mientras que la inferior 
muestra el p valor asociado a cada 
comparación. * indica p < 0,05, 
**** indica p < 0,0001; n.s., no 
significa�vo). 
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proporciones rela�vas a las bacterias heterótrofas totales equivalentes a las obtenidas 

en la rizósfera de maíz (Tablas 15 y 19). A pesar de obtener niveles más bajos de 

colonización en comparación al resto de las cepas, SVBP6-mche fue el único aislamiento 

que aumentó significa�vamente el peso seco de la porción aérea respecto del control 

sin inocular (Figura 48b), además de que las plantas inoculadas con este aislamiento 

alcanzaron una mayor altura y biomasa radicular (Figuras 48c y 48d). En relación a esto, 

se observó una correlación posi�va y significa�va entre el peso fresco y seco de la 

Tabla 18. Número de bacterias recuperadas a 
partir de las semillas de soja inoculadas, para 
el ensayo de invernáculo 
  Log10 (UFC+50)/g de semilla 
RBAN4-yfp 5,12 
RPAN1-yfp 4,43 
SMMP3-yfp 4,00 
SPAN5-cfp 5,08 
SVMP4-yfp n.d. 
SVBP6-mche 3,66 
1008-cfp 4,59 
n.d. = no detectado en semilla (< 250 UFC/g). 

Figura 46. Plantas de soja en estadio V3-V4, al momento de la cosecha. En cada imagen se muestran 
las plantas inoculadas con el aislamiento indicado (izquierda) y el control inoculado con solución 
salina (derecha). 
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porción aérea, altura de las plantas, biomasa radicular y longitud de la raíz para el 

conjunto de datos (Figura 49).  

Aunque 1008-cfp obtuvo lo recuentos más altos en rizósfera, el tratamiento con 

esta cepa mostró valores más bajos de peso seco de las plantas y peso fresco de raíz 

respecto del control (Figuras 48b, 48d y 50). Tampoco mejoró la altura de las plantas de 

soja (Figura 48c). Por su parte, RPAN1-yfp tuvo un impacto similar al de 1008 en los 

mismos parámetros, además de que las plantas inoculadas con este aislamiento 

presentaron raíces de menor longitud que el control (Figuras 48e y 50). Los aislamientos 

RBAN4-yfp y SMMP3-yfp, que obtuvieron niveles comparables de colonización, 

mejoraron únicamente la altura de las plantas (Figura 48c). Por otro lado, tanto la 

inoculación con SPAN5-cfp como con SVMP4-yfp, no alteró los parámetros medidos, 

siendo ambas indis�nguibles del control sin inocular en todos los casos. Sin embargo, en 

la Figura 50 se puede observar que estos dos aislamientos en conjunto con SMMP3-yfp 

tuvieron un impacto posi�vo en la longitud radicular, lo cual se tradujo en promedios 

más altos de longitud de raíz en la Figura 48e. SPAN5-cfp y SVBP6-mche, por su parte, 

mostraron una mayor densidad de raíz (Figuras 48d y 50). 

 

 

 

 

 

Tabla 19. Densidad de bacterias heterótrofas mesófilas cultivables en la rizósfera de plantas 
de soja y su relación con la abundancia de nuestros aislamientos. 
  Heterótrofas mesófilas  Porcentaje del 

aislamiento en la 
rizósfera de soja b   Log10 (UFC+50)/g  de raíz  ± SD ANOVA a 

Control 9,68 ± 0,15 b  - 
RBAN4-yfp 9,70 ± 0,03 b 0,247 
RPAN1-yfp 9,69 ± 0,08 b 0,377 
SMMP3-yfp 9,56 ± 0,22 b 0,442 
SPAN5-cfp 9,57 ± 0,26 b 0,576 
SVMP4-yfp 9,69 ± 0,10 b 0,001 
SVBP6-mche 9,70 ± 0,09 b 0,030 
1008-cfp 9,93 ± 0,25 a 1,279 
a Analizado con ANOVA, LSD Fisher (p < 0,05).   
b Calculado como el número de UFC/g de raíz dividido el número de UFC/g de heterótrofas cul�vables. 



Tesis Doctoral  Melani Lorch 

150 
 

 

Figura 47. Colonización temprana de 
las raíces de soja por parte de 
nuestros aislamientos de 
Pseudomonas, en presencia de 
microflora na�va del suelo. Los datos 
fueron corregidos para expresar los 
valores según el peso seco de las 
raíces. Letras diferentes indican 
diferencias estadís�camente 
significa�vas entre tratamientos 
(ANOVA con LSD Fisher, p < 0,05). 
 

Figura 48. Estudio de los parámetros de las plantas de soja en estadio V3-V4, inoculadas con nuestros 
aislamientos de Pseudomonas al cabo de un mes. Se evaluó a) peso fresco y b) seco de la parte aérea; 
c) altura de las plantas; d) peso fresco de las raíces; e) longitud de la raíz; y f) la relación entre la 
biomasa aérea/biomasa radicular (BA/BR). En blanco se muestra el control sin inocular. Letras 
diferentes indican diferencias estadís�camente significa�vas entre tratamientos (ANOVA con LSD de 
Fisher, p < 0,05). 
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Figura 49. Correlación de Pearson 
entre los parámetros evaluados de 
las plantas de soja. La parte 
superior de la diagonal muestra los 
valores de los coeficientes de 
Pearson, mientras que la inferior 
muestra el p valor asociado a cada 
comparación. * indica p < 0,05, ** 
indica p < 0,01, *** indica p < 
0,001, **** indica p < 0,0001; n.s., 
no significa�vo). 
 

 

Figura 50. Sistema radical de las plantas de soja inoculadas con nuestros aislamientos de 
Pseudomonas, luego de un mes del ensayo. Se muestran dos de las 5 réplicas por cada 
experimento. 
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Discusión 
Convencionalmente, se asume que la colonización de las raíces es esencial para la 

promoción efec�va del crecimiento de las plantas por parte de los microorganismos, ya 

que el contacto directo con los tejidos vegetales permite que los PGPM ejerzan sus 

efectos benéficos, mientras u�lizan los exudados de las raíces como fuentes de 

nutrientes [139]. Además, se ha comprobado que la mo�lidad celular y la formación de 

biofilms están asociadas a una mayor eficiencia en la colonización [357], [358], [359], 

capacidades que exhiben todos nuestros aislamientos in vitro [145]. En este capítulo se 

evaluó la compe��vidad radicular de los aislamientos de Pseudomonas frente a la 

microflora del suelo, así como sus efectos de promoción del crecimiento en plantas de 

maíz, trigo y soja, al cabo de un mes de la inoculación. 

Si consideramos el recuento inicial de bacterias heterótrofas y mesófilas presentes 

en la mezcla suelo-perlita u�lizada en el ensayo (de 4 × 105 UFC/g, aproximadamente), 

se observa un incremento en la can�dad de UFC cuando de estas bacterias se recuperan 

a par�r de la rizósfera de los tres cul�vos. Este aumento podría deberse al 

enriquecimiento de ciertos grupos bacterianos en el rizoplano de las plantas evaluadas 

[70], [360], como se ha observado en estudios previos de nuestro laboratorio en lotes 

agrícolas, con un mismo �po de suelo [72]. En maíz, los recuentos de bacterias 

heterótrofas alcanzaron aproximadamente entre 4 × 107 UFC/g y 6 × 108 de raíz (Tabla 

15), en contraste con trigo (entre 8 × 108 y 4 × 109 UFC/g; Tabla 17) y soja (entre 4 y 5 × 

109 UFC/g; Tabla 19), donde los valores fueron más altos. Se sabe que la naturaleza de 

las rizodeposiciones varía según la especie de planta, por lo que esta juega un rol clave 

en el reclutamiento de microorganismos hacia la rizósfera [361], [362]. Por lo tanto, 

sugerimos que las variaciones en la abundancia total de bacterias pueden estar 

relacionadas con dicho fenómeno. En otro trabajo de nuestro grupo, hemos visto que 

los recuentos de bacterias heterótrofas totales fueron más altos en la rizósfera de soja 

que en la de maíz [81], en concordancia con los resultados obtenidos en este 

experimento. Dado que, en general, las bacterias cul�vables representan menos del 1% 

de la microflora, se podría evaluar con un método independiente de cul�vo si estas 

diferencias en los efectos rizosféricos se man�enen. 
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La colonización de nuestras Pseudomonas en la rizósfera de maíz evidenció 

diferencias significa�vas entre los aislamientos evaluados (Figura 39), al igual que los 

recuentos observados en las semillas en el día 0 (Tabla 14). En contraposición, los 

recuentos a par�r de raíces de trigo y soja fueron más homogéneos (Figuras 43 y 47), 

replicando lo observado en las semillas de estos cul�vos (Tablas 16 y 18). Esta 

correspondencia entre la carga del aislamiento en semilla y la densidad alcanzada en 

rizósfera ocurrió en la mayoría de los casos. Al realizar un análisis de correlación de 

Pearson, se encontró una correlación posi�va y significa�va entre estas dos variables, 

siendo el valor del coeficiente 0,78; con p < 0,0001. RBAN4-yfp, SMMP3-yfp y la cepa de 

referencia 1008-cfp obtuvieron los recuentos más altos en la rizósfera de los tres cul�vos, 

a pesar de la presencia de otros microorganismos compe�dores (Figuras 39, 43 y 47). En 

la rizósfera de maíz, estos aislamientos alcanzaron una colonización de 

aproximadamente 5; 1; y 3 × 106 UFC/g de raíz, respec�vamente. En trigo, estos valores 

fueron de 1; 0,3; y 0,7 × 107 UFC/g de raíz, mientras que en soja fueron de 1; 0,1; y 0,2 × 

108 UFC/g. RPAN1-yfp y SPAN5-cfp alcanzaron una carga similar a los anteriores en 

plantas de trigo y soja (Figuras 43 y 47).  

Por otro lado, SVMP4-yfp, que mostró los recuentos más bajos en el día 0 en todas 

las semillas, también presentó la menor colonización rizosférica en los tres cul�vos 

(Figuras 39, 43 y 47). En par�cular, no fue detectado en la rizósfera de maíz luego de un 

mes de ensayo (Figura 39), por lo que la mejora en la bacterización lograda con la adición 

de trehalosa–PVP (Figura 14b) parecería insuficiente para permi�rle colonizar la raíz y 

compe�r con la microflora natural del suelo (Figura 39). Sin embargo, SVMP4-yfp alcanzó 

cargas de aproximadamente 6 × 104 UFC/g y 3 × 104 UFC/g de raíz en plantas de trigo y 

soja, respec�vamente (Figuras 43 y 47), aunque estuvo por debajo del límite de 

detección en semillas de soja antes de la siembra (<250 UFC/g; Tabla 18). De manera 

similar, en un experimento con P. putida KT2440, a pesar de que esta bacteria no pudo 

ser recuperada de semillas de maíz luego de 12 días de almacenamiento a temperatura 

ambiente, fue detectada en la rizósfera cuando las semillas se sembraron después de 

ese periodo [293]. Los autores sugieren que esta bacteria podría entrar en el estado 

VBNC, y volver al estado cul�vable luego de la interacción con las raíces de maíz [293], 

fenómeno que podría ocurrir con SVMP4-yfp, como se remarcó en el Capítulo 2. En 

cuanto a SVBP6-mche, fue detectado en baja can�dad y de manera heterogénea en la 
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rizósfera de maíz (Figura 39), en concordancia con los ensayos en semilla (Figura 15) y 

con las microscopías de plántulas de maíz (Figura 30g). Este aislamiento, que se encontró 

por debajo del límite de detección en semillas de maíz antes la siembra (<200 UFC/g; 

Tabla 14), obtuvo recuentos en dos de las cinco réplicas (Figura 39). En la rizósfera de 

trigo y soja, SVBP6-mche también mostró una tendencia a colonizar las raíces en menor 

proporción que el resto de los aislamientos evaluados (Figuras 43 y 47), de forma similar 

a lo visto en las semillas de estos cul�vos (Figuras 17 y 19). En línea con nuestros 

hallazgos, en un estudio a campo con plantas de maíz inoculadas en semilla con P. putida 

KT2442, se vio que esta bacteria presentó una abundancia de 5 × 103 a 6 × 105 UFC/g de 

suelo rizosférico, mientras que en la rizósfera de plantas de habas logró 

aproximadamente 4 × 106 UFC/g. Los autores propusieron que esta diferencia en la 

colonización podría atribuirse a que la carga bacteriana en semillas de maíz fue menor 

que en semillas de habas [278]. En trabajos con bacterias del género Bacillus, también 

se encontró una correlación entre el grado de bacterización de semillas de trigo y la 

densidad de colonización en raíces, u�lizando carboxime�lcelulosa como adi�vo [363]. 

El mismo patrón se observó al inocular semillas de lupinos con una cepa de 

Bradyrhizobium, donde a mayor carga en la semilla se observó una mayor colonización 

[181]. Sin embargo, en otros trabajos con Stenotrophomonas maltophilia y P. fluorescens 

no se encontró una relación entre estos dos factores al inocular semillas de trigo 

desinfectadas [364]. En nuestro ensayo en maíz, SPAN5-cfp no fue detectado en rizósfera 

y RPAN1-yfp mostró una menor colonización respecto del resto de los aislamientos 

(aunque no significa�va), a pesar de que ambos habían alcanzado buenos �tulos en los 

ensayos en semilla (Figuras 14a y 39). Sin embargo, en la cuan�ficación del día de 

siembra se observaron diferencias con los resultados previos, lo cual podría estar 

relacionado con los resultados poco sa�sfactorios en rizósfera (Tabla 14). 

Varios trabajos han reportado que la población de Pseudomonas introducida en 

suelo �ende a decrecer luego de la inoculación, hasta alcanzar un nivel más o menos 

estable. Por ejemplo, en un estudio en rizósfera de trigo, las cepas evaluadas alcanzaron 

dis�ntos recuentos a los 30 días post-inoculación en un suelo fer�lizado, con �tulos de 

alrededor de 6,3 × 103 UFC/g y 6 × 104 UFC/g de raíz [365]. Otro trabajo en maíz mostró 

que solo una de las dos cepas de Pseudomonas probadas pudo ser detectada hasta 8 

semanas post-inoculación, y su densidad varió según el �po de suelo empleado [366]. 
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Con estos antecedentes, podríamos hipote�zar que nuestros aislamientos siguen una 

ciné�ca de decaimiento en la rizósfera, incluso para SPAN5-cfp, el cual no fue detectado 

al mes en maíz, aunque son necesarios ensayos de recuperación periódicos para evaluar 

esta hipótesis. 

La correspondencia entre la densidad alcanzada por el inoculante en rizósfera y su 

efecto posi�vo en la planta ha sido documentada en algunos estudios [163], [345], [367]. 

Más específicamente en Pseudomonas se ha visto que, para lograr el efecto benéfico 

deseado, se deben alcanzar niveles de colonización superiores a 105 UFC/g de raíz [368]. 

Los efectos posi�vos de las cepas RBAN4-yfp, RPAN1-yfp y SMMP3-yfp en el crecimiento 

de las plantas de maíz V3 (Figura 40) probablemente se ven favorecidos por sus buenos 

niveles de bacterización en semilla (Figura 15) y por la colonización efec�va de la 

rizósfera (Figura 39), superando el valor de 105 UFC/g de raíz. En resultados previos de 

nuestro grupo en condiciones axénicas, también observamos que SMMP3 mejoró 

significa�vamente el crecimiento de plantas de maíz a los 15 días de crecimiento [145]. 

Además, este aislamiento aumentó el rendimiento en granos de maíz en ensayos 

experimentales a campo cuando se inoculó solo o en combinación con un aislamiento 

del hongo Trichoderma harzianum [127]. Sin embargo, en nuestro experimento con maíz 

también se observó una mejora en los parámetros de las plantas con aquellos 

aislamientos que colonizaron la rizósfera en niveles más bajos que el reportado, como 

SVMP4-yfp, RPAN1-yfp, SPAN5-cfp y SVBP6-mche (Figura 40). Esto sugiere que la escasa 

colonización es suficiente para generar un efecto benéfico en la planta, o bien que la 

presencia de estos aislamientos es importante en etapas tempranas del desarrollo de las 

plantas de maíz. En este sen�do, un estudio reciente ha demostrado que el contacto 

inicial de una cepa de Bacillus subtilis promotora del crecimiento vegetal con semillas de 

melón modifica el contenido de los cuerpos lipídicos de la semilla, generando un efecto 

benéfico en las plantas adultas [369]. De esta forma, las cepas de Bacillus, a pesar de no 

colonizar la radícula de plantas de melón por �empos prolongados, man�enen su efecto 

promotor debido a la producción de metabolitos específicos, como la proteína amiloide 

TasA y el lipopép�do fengicina, que alteran el metabolismo en la semilla, trasladándose 

al desarrollo temprano de la planta [369]. De manera similar, se ha reportado en otro 

trabajo que los inoculantes pueden alterar permanentemente la fisiología de la planta 

por me�lación diferencial del ADN, impactando en la promoción del crecimiento incluso 
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después de ser eliminados del suelo en el que se encuentran. Esto se observó en plantas 

de la especie Phytolacca americana inoculadas con cepas de Bacillus sp. y Arthrobacter 

sp., donde la colonización temprana de la raíz fue suficiente para generar un efecto de 

promoción [370]. Por lo tanto, proponemos que algunas de nuestras Pseudomonas 

podrían u�lizar estrategias similares a las mencionadas, aunque se necesitan más 

experimentos para evaluar estas hipótesis. También sería necesario analizar si estos 

mecanismos son suficientes para generar un efecto de biocontrol en las plantas, por 

ejemplo, mediante la ac�vación de la ISR. 

A pesar de que todos los aislamientos alcanzaron altos niveles de colonización en 

trigo, no se observaron diferencias notorias respecto del control en los parámetros de 

las plantas en etapa Z2 (Figura 44). Esto señala que un alto nivel de colonización de la 

rizósfera no sería suficiente para tener un impacto significa�vo en el desarrollo de las 

plantas de trigo en el periodo evaluado. No obstante, RBAN4-yfp, SPAN5-cfp, SMMP3-

yfp y SVBP6-mche, que mostraron una tendencia a incrementar la biomasa fresca y 

altura de las plantas en nuestros ensayos (Figuras 44b y 44c), aumentaron el rendimiento 

en granos en experimentos a campo, inoculados individualmente o con T. harzianum 

[127]. De forma similar, si bien 1008-cfp no mejoró significa�vamente los parámetros de 

las plantas al mes de crecimiento, en ensayos a campo se vio un aumento en el número 

de espigas y en el rendimiento en grano en las plantas inoculadas con esta cepa [129]. 

Es importante destacar que todos estos ensayos se realizaron en dis�ntos �pos de suelo 

y con dis�ntas variedades de trigo [127], [129], lo cual remarca la robustez de los 

resultados. Con estas evidencias, sería interesante evaluar los efectos de nuestros 

aislamientos en un mayor número de variedades y a ciclo completo, para determinar si 

el efecto de la inoculación se man�ene. 

En soja ocurrió un fenómeno similar: si bien todos los aislamientos lograron 

colonizar y compe�r con la microflora na�va, no se observó un impacto significa�vo en 

las plantas respecto del control sin inocular (Figura 48). Incluso, tanto la inoculación con 

1008-cfp como con RPAN1-yfp, mostraron valores más bajos que el control para ciertos 

parámetros de las plantas (Figuras 48b y 48d). Esto úl�mo refuerza la idea de que la 

respuesta fisiológica de estos sistemas depende de cada par bacteria-planta, y puede 

variar no solo con la especie de planta, sino también con el geno�po de la misma [371], 

[372], [373]. Curiosamente, el aislamiento SVBP6-mche, que mostró una colonización 
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radicular más baja en comparación con la mayoría de los aislamientos, incrementó el 

peso seco de la parte aérea, la biomasa radicular y la altura de las plantas (Figuras 48b, 

48c y 48d). Son necesarios ensayos de ciclo completo para determinar si, a pesar de que 

no se observan cambios en las etapas tempranas para el resto de los aislamientos, 

existen mejoras en el rendimiento en granos. 

Por úl�mo, se considera que un inoculante basado en un único microorganismo 

puede no ser la mejor estrategia si se lo quiere aplicar en un amplio rango de ambientes. 

Por lo tanto, la tendencia actual se dirige hacia el desarrollo de consorcios microbianos 

mul�-especies, donde se �enen en cuenta las propiedades específicas de cada 

microorganismo y la biocompa�bilidad entre las especies co-inoculadas [148]. 

Pseudomonas ha sido u�lizada exitosamente en combinación con otras bacterias y en 

una variedad de cul�vos [166], [374], [375], [376]. Sería interesante, entonces, explorar 

si existen efectos sinérgicos entre estos aislamientos o incluso con otros 

microorganismos, como ya se ha probado en experimentos a campo con T. harzianum 

[127]. En experimentos previos de compa�bilidad con B. japonicum de nuestro grupo de 

trabajo, se observaron efectos posi�vos, neutros (SPAN5, RBAN4 y SVBP6) y nega�vos 

(RPAN1 y SMMP3) con algunos de los aislamientos de nuestra colección [250], por lo que 

resulta necesario llevar a cabo este �po de ensayos si se quiere desarrollar un formulado 

mixto. 
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Conclusiones  
Durante este capítulo, evaluamos la colonización y compe��vidad de nuestros 

aislamientos de Pseudomonas frente a otros microorganismos del suelo. Todos ellos 

fueron detectados en la rizósfera de maíz, trigo y soja, luego de un mes de la inoculación 

en semilla, excepto por SPAN5-cfp y SVMP4-yfp en plantas de maíz. Además, se observó 

una correlación entre el nivel de bacterización alcanzado por cada aislamiento en semilla 

y su densidad bacteriana en la rizósfera. Par�cularmente, la rizósfera de trigo y la 

rizósfera de soja mostraron abundancias más homogéneas entre aislamientos, mientras 

que en maíz se observó mayor variabilidad. Aunque la inoculación mejoró los 

parámetros de las plantas, principalmente en maíz, en ciertos casos un alto nivel de 

colonización no se tradujo en una mayor promoción del crecimiento de las plantas. Estos 

resultados subrayan la necesidad de realizar experimentos de ciclo completo para 

evaluar el impacto de la inoculación en la produc�vidad de los cul�vos, ya que es posible 

que los efectos en el rendimiento no siempre se manifiesten en las primeras etapas del 

desarrollo vegetal.  
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Conclusiones Finales 
En este estudio, caracterizamos el desempeño de un grupo de aislamientos de 

Pseudomonas probió�cas, en función de su capacidad para permanecer viables y 

cul�vables en la superficie de semillas de maíz, trigo y soja, así como su patrón de 

colonización radicular y compe��vidad en la rizósfera.  

Nuestras observaciones revelaron que las dis�ntas cepas se comportan de manera 

diferencial en las semillas de estos cul�vos, evidenciando variaciones en su capacidad 

para adherirse y persis�r en superficie. Asimismo, demostramos que los adi�vos 

agregados a las suspensiones bacterianas afectan de manera diversa la bacterización, 

mejorando la carga de los aislamientos en semilla en la mayoría de los casos.  

Las cepas de Pseudomonas evaluadas lograron colonizar la radícula de los tres 

cul�vos en condiciones axénicas, mostrando diferentes patrones en la superficie de las 

raíces. En general, los niveles de bacterización de semillas se correspondieron con la 

densidad de colonización observada tanto en los experimentos de microscopía como en 

los ensayos en suelo. Los efectos de promoción temprana del crecimiento se vieron 

principalmente en plantas de maíz. Sin embargo, considerando nuestros antecedentes 

de mejora en el rendimiento observados en maíz y trigo con algunos de estos 

aislamientos, se deberían evaluar los efectos a ciclo completo en todos los casos. Esto 

permi�rá determinar si estas cepas �enen el potencial de funcionar como bioinsumos 

efec�vos para la agricultura.  

El desempeño de RBAN4-yfp y SMMP3-yfp en los tres cul�vos fue comparable al 

de la cepa de referencia 1008-cfp presente en el bioinsumo Rizofos®, sugiriendo que 

ambos aislamientos podrían ser implementados en estrategias de inoculación en 

semilla, de manera similar al inoculante comercial.  

Por úl�mo, nuestros hallazgos señalan la importancia de profundizar en 

caracterís�cas como la adhesión y persistencia en semilla, la colonización y competencia 

rizosférica, si se quiere introducir un PGPM en un sistema agrícola. La inves�gación 

detallada de cada sistema bacteria-semilla es fundamental para diseñar e implementar 

estrategias exitosas de inoculación, como hemos destacado a lo largo de esta tesis. 
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