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RESUMEN 
 

 El desarrollo de estrategias para incrementar la producción agrícola es de relevancia  debido 
a la importancia de los vegetales en la alimentación humana. Entre estas estrategias se 
incluyen la expansión de la frontera agrícola a zonas menos aptas, como los ambientes fríos o 
áridos, pero es necesario que las plantas puedan resistir y  prosperar en esas condiciones. El 
uso de cultivos transgénicos resistentes a la sequía constituye una buena alternativa que 
puede ser mejorada con el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB), que 
puedan desarrollarse en condiciones de estrés, manteniendo sus actividades. El objetivo de 
este trabajo consistió en el análisis de cepas bacterianas aisladas de suelos, con diferentes 
regímenes hídricos, y de Pseudomonas extremaustralis, procedente de un ambiente extremo, 
en cuanto a su potencialidad para ser utilizadas como promotoras de crecimiento vegetal. 
Además se analizó la influencia de cultivos de maíz genéticamente modificados (GM) 
resistentes a la sequía sobre la composición de las comunidades bacterianas del suelo por 
técnicas secuenciación masiva. 
Las características de PGP en P. extremaustralis se analizaron en comparación con P. protegens 
Pf-5, una conocida PGPB. P. extremaustralis presentó una buena capacidad de solubilización y 
mineralización de fósforo, tanto a 28°C como en frio. El perfil de ácidos orgánicos, responsables 
de la solubilización de fosfato inorgánico, fue diferente al de P. protegens Pf-5. Estas 
diferencias se correlacionaron con la ausencia del gen gad responsable de la producción de 2- 
ceto-gluconato, en el genoma de P. extremaustralis. Esta bacteria también fue capaz de 
producir ácido indol acético (AIA) y posee genes relacionados a la resistencia a ácido fusárico 
y otros que la capacitan para resistir la desecación. Posee también la ruta metabólica completa 
para la síntesis y liberación de pioverdinas y se observó un efecto del regulador global 
anaeróbico Anr sobre la producción de estos compuestos. Ensayos de quimiotaxis mostraron 
que P. extremaustralis es atraída por exudados radiculares de plantas de trigo y es capaz de 
colonizar raíces de trigo y maíz de forma estable e incrementar el peso seco de vástago de 
plantas de trigo, mostrando que además de sus características como PGPB es capaz de 
interactuar con vegetales. También se analizaron características de PGP en aislamientos 
bacterianos obtenidos a partir de suelos de la provincia de Buenos Aires con distinto régimen 
de lluvias. Se obtuvieron 19 cepas bacterianas capaces de solubilizar fósforo, 3 de las cuales 
mostraron una alta capacidad de solubilización. Se encontraron 22 aislamientos positivos para 
la producción de AIA. Se observó un efecto positivo sobre el crecimiento de plantas de maíz 
en un sistema axénico autotrófico de 2 de las cepas, IIM-Man4 e IIA-Man30, indicando que 
pueden ser buenas candidatas como PGPB. 
Para analizar si existe un impacto de plantas GM resistentes a la sequía sobre la comunidad 
bacteriana del suelo se realizaron experimentos en macetas con suelo de dos localidades Río 
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en mayor medida para la producción ganadera extensiva. Además de estas zonas que 
cambiaron de producción ganadera a agricultura, se avanzó sobre zonas con índices de 
precipitaciones por debajo de los 700-800 mm anuales (Figura 1 A y B), que no se utilizaban 
para la producción de alimentos. Este fenómeno se conoce como expansión de la frontera 
agrícola. La zona que  mayor impacto tuvo en este proceso fue la región del Chaco (Cabrera 
1994). 

 

 

 
Figura 1: Región del Chaco. Tomado de Google-Earth. A) Imagen satelital tomada en diciembre de 1990. 
B) Imagen satelital tomada en diciembre de 2016. Se puede observar el cambio en la cobertura del 
suelo como un cambio en la tonalidad de colores entre las dos imágenes y la aparición de un patrón de 
zonas rectangulares bien definidas correspondientes las parcelas deforestadas.  

A) 

B) 
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Como puede observarse en base al análisis de la precipitación media anual y al índice de aridez 
de De Martone (De Martonne 1926) la zona incorporada a la nueva agricultura en este periodo, 
coincide con la ecorregión caracterizada como clima semiárido (Fig. 2 A y B). El índice de De 
Martone resulta de utilidad porque combina la precipitación media anual y la temperatura 
media anual para definir estas regiones, así por ejemplo donde las precipitaciones son escasas 
y estacionales y las temperaturas medias anuales elevadas, esta zona se describe como bosque 
semiárido. 

                 

Figura 2: A) Ecorregiones  definidas según Índice de aridez de De Martone. B) Regiones según índices 
de precipitaciones medias anuales. Tomado de (Rubí Bianchi et al. 2010) 
 
La expansión de la frontera agrícola a zonas con menores recursos hídricos y el reemplazo de 
montes semiáridos y selvas naturales por cultivo y producción ganadera no es un fenómeno 
que ocurre sólo en Argentina, es un fenómeno global que en Sudamérica afectó 
particularmente a Paraguay, Argentina, Bolivia y Brasil (Hansen et al. 2013).  
 
La tendencia indica que estas prácticas continuarán así durante los próximos años. Esto 
implicaría que la disminución de los montes tropicales áridos llegaría en pocos años a niveles 
críticos. Este fenómeno se ha convertido en una de las principales preocupaciones de los 
organismos dedicados a la conservación del medioambiente. 

A) B) 
B) 
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En este contexto y teniendo en cuenta la expansión agrícola que se produjo durante los últimos 
20 años, deben tomarse medidas al respecto que fomenten el desarrollo sostenible y que no 
deterioren el medio ambiente. Sin embargo, no debemos perder de vista que el reemplazo de 
ambientes naturales por producción agropecuaria se debe, en primera medida, a que la 
humanidad se encuentra en crecimiento constante y esto provoca el incremento en la 
demanda de alimentos. De manera lógica, la producción de alimento debe acompañar a esa 
demanda creciente. Según estadísticas de la FAO (Food and Agriculture Organization) (FAO 
2002) la tasa de incremento de demanda de alimentos, disminuyó en los últimos 30 años. La 
explicación a este fenómeno es la disminución de la tasa de crecimiento de la población 
mundial. Sin embargo la demanda de alimento total aumenta año a año, se calcula que en los 
próximos 30 años será de 1,5 a 2% anual a nivel global y se estiman índices mayores (3%) en 
las áreas de mayor crecimiento económico, principalmente China.   
Es necesario, por todo esto, aumentar la  producción de alimentos, pero sería necesario que 
este aumento no conlleve a una destrucción irreversible de áreas naturales estratégicas, 
recurriendo en menor medida al aumento en la superficie explotada y tratando de optimizar 
las áreas que actualmente están en uso principalmente áreas desfavorables, con suelos más 
pobres, regiones frías y con menor disponibilidad de agua. 
Los esfuerzos para lograr el incremento en la producción son muy variados y contemplan 
múltiples estrategias. Entre las que podemos nombrar:  
 
- Incremento en la utilización de fertilizantes sintéticos. 

- Mejora en la utilización de pesticidas 

- Desarrollo de tecnologías para optimizar los procesos de siembra y cosecha 

- Implementación de sistemas de riego 

- Incorporación de nuevas variedades de cultivos, seleccionados y/o transformados 
genéticamente 

- Utilización de biofertilizantes y mejora de inoculantes 

 
Entre las estrategias mencionadas, el procedimiento más conocido y utilizado es aumentar los 
nutrientes del suelo a través de la fertilización directa con fertilizantes sintéticos, sin embargo, 
estas prácticas tienen efectos nocivos sobre los suelos y el medioambiente en general. 
Además, los fertilizantes químicos a menudo tienen una baja eficiencia de uso, debido a que sólo una 
parte de los nutrientes es absorbida por las plantas. Por ejemplo, el  fósforo  precipita luego de ser 
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El ambiente rizosferico y los microorganismos como promotores del 

crecimiento vegetal 

 

La rizosfera es el área del suelo que rodea y está influenciada por las raíces de las plantas. 
Es un ambiente muy importante ecológicamente en el que se pueden observar diferentes tipos 
de interacciones planta-microbio (Prashar et al. 2014). La colonización microbiana de las raíces 
de las plantas en crecimiento y de su entorno promueve el desarrollo de diversos tipos de 
interrelaciones (asociativas, simbióticas, neutrales o parasitarias), dependiendo de factores 
como el ambiente general del suelo y el contenido de nutrientes, los mecanismos de defensa 
de la planta y la proliferación de microorganismos. La microflora de la rizosfera proporciona 
un vínculo importante entre la planta y el suelo. Además del efecto propio de la penetración 
de la raíz, la rizosfera recibe los exudados radiculares que están formados por compuestos 
solubles en agua como aminoácidos, ácidos orgánicos, mucilago, proteínas y azucares que 
cambian las condiciones del suelo y hacen de esta zona una región muy dinámica que favorece 
el crecimiento de microorganismos. Los exudados radiculares afectan entonces la interacción 
planta bacteria y contribuyen al aumento de nutrientes en el suelo. Debido a esto, la presencia 
de las raíces hace de este un entorno más rico en organismos que las zonas que no alcanzan a 
ser influenciadas por las raíces (suelo desnudo o bulk soil). Se estima que el número de 
bacterias en la rizosfera es 10 a 1000 veces mayor en comparación con el suelo desnudo 
(Lugtenberg y Kamilova 2009). 

La composición de los exudados radiculares es dependiente de la especie de planta que los 
produce incluso se han visto diferencias entre variedades de plantas de la misma especie 
(Bouffaud et al. 2014).  Además, los exudados tienen influencia y moldean la microbiota 
rizosferica, dado que ciertos organismos son atraídos a determinados compuestos, por lo tanto 
la naturaleza de los exudados tiene efecto directo en la estructura de las comunidades 
bacterianas y fúngicas de la rizosfera (Haichar et al. 2008). La comunicación planta-microbio 
está mediada por los exudados radiculares a través de la respuesta quimiotáctica del 
microorganismo hacia exudados como azúcares, ácidos orgánicos y aminoácidos que 
conducen a la colonización de las raíces (Bais et al. 2006). 

Para las plantas, la interacción con los microorganismos puede ser de manera general 
neutra, en la cual la bacteria utiliza los compuestos liberados por las raíces y es favorecida por 
el entorno radicular pero no tiene influencia en el desarrollo de la planta; patogénica, en la 
cual el crecimiento del microorganismo afecta negativamente al crecimiento y/o salud de la 
planta (Arrebola et al. 2003) o beneficiosa, en la cual la planta se ve favorecida por la presencia 
del microorganismo. Las bacterias que favorecen el crecimiento vegetal son denominados de 
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manera general PGPR por las siglas en inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria (Kloepper 
et al. 1989). Estos microorganismos pueden generar diversos efectos que involucran el 
mejoramiento de las propiedades fisicoquímicas y la salud del suelo y del crecimiento y  la 
productividad de los cultivos (Bhardwaj et al. 2014). 

 

Las plantas genéticamente modificadas 

 

 El empleo con fines comerciales de plantas genéticamente modificadas (GM) o 
transgénicas con capacidad de resistir tanto el estrés biótico como el abiótico se incrementa 
año tras año. El empleo de la ingeniería genética o transgénesis en el mejoramiento vegetal ha 
permitido aumentar la productividad de los cultivos gracias al mejoramiento de diferentes 
rasgos tales como ciertas características morfológicas (tamaño del grano, altura de la planta, 
etc.), resistencia a plagas y enfermedades (virus, insectos, hongos, etc.) y tolerancia a 
herbicidas o a condiciones ambientales adversas (salinidad, heladas, sequía, etc.) (Abiri et al. 
2015). 
Los cultivos GM que actualmente se comercializan incluyen soja, maíz, algodón y 
canola tolerantes a herbicida y maíz y algodón resistentes a insectos, entre otros. 
Estas plantas GM pueden impactar directa o indirectamente en las funciones y diversidad de 
las comunidades microbianas del suelo (Turrini et al. 2015), las cuales, como se describió en el 
apartado anterior, juegan un papel fundamental en el ambiente rizosférico debido a que son 
parte fundamental de procesos tales como la degradación de materia orgánica y los ciclos 
biogeoquímicos de los elementos y mantienen la calidad ambiental y fertilidad del suelo.  Los 
microorganismos de la rizosfera pueden ser afectados por el genotipo de las plantas y por 
cambios en el manejo agrícola debido a que la implementación de los cultivos de plantas 
transgénicas están asociados a nuevos manejos y tecnologías, como la aplicación de herbicidas 
(Turrini et al., 2015). Algunos estudios han analizado aspectos relacionados con el impacto de 
estos organismos sobre el medio ambiente. Sin embargo, existe poca información sobre el 
efecto que estos cultivos GM podrían tener sobre organismos claves en el funcionamiento de 
las comunidades del suelo. Por otra parte, esta evaluación debe ser llevada a cabo con cada 
nuevo evento transgénico liberado al mercado. 
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Descripción del problema a estudiar y objetivos 

La agricultura cumple un papel clave en la alimentación humana. Como se mencionó, 
debido al incremento de población mundial los alimentos pueden comenzar a escasear en los 
próximos años, por lo que es necesario desarrollar estrategias que permitan incrementar la 
producción de alimentos de origen vegetal. Entre las estrategias propuestas para lograr esta 
meta, aquellas relacionadas con la expansión de las áreas cultivables (frontera agrícola), el uso 
de cultivos transgénicos y el incremento de la utilización de biofertilizantes involucran la 
participación de microorganismos que se desarrollen adecuadamente en el suelo  e 
interactúen con las plantas promoviendo su crecimiento. Estas estrategias podrían cumplir con 
la premisa del uso sostenible y la protección del medio ambiente dado que mediante la 
utilización de PGPR y/o el uso de plantas GM resistentes al estrés que no afecten las 
comunidades del suelo, se podría reducir el aporte de nutrientes minerales y pesticidas 
(Philippot et al. 2013). En este sentido, la búsqueda de microorganismos promotores de 
crecimiento vegetal con nuevas potencialidades es una alternativa interesante. Para la 
utilización exitosa de PGPR como inoculantes en estas condiciones, y la consecuente extensión 
de las áreas de cultivo para uso agrícola otras regiones, como las regiones áridas o de climas 
fríos es necesario que los mismos sean capaces de sobrevivir a las condiciones en las que se 
desarrollan los cultivos. Si bien existen características conocidas en relación a la capacidad de 
promoción de crecimiento vegetal, existe aún poca información sobre los mecanismos básicos 
relacionados con la comprensión de los modos de colonización en condiciones de estrés y 
sobre el mantenimiento de las capacidades PGP y de aquellas que resultan en la interacción 
exitosa con las plantas en esas condiciones. La habilidad de colonizar y sobrevivir en la rizosfera 
(competencia) es algo que frecuentemente queda relegado a la hora de identificar y 
seleccionar PGPR debido a que la búsqueda se centra en el conocimiento sobre la mecánica 
del efecto promotor del crecimiento. Sin embargo, la habilidad de competencia en la rizosfera 
constituye un factor clave para la aplicación exitosa de PGPR, sobre todo en situaciones de 
estrés. 

Por otra parte, en los últimos años los avances en biotecnología e ingeniería genética  
se han permitido aumentar la superficie cultivada y  el rendimiento por hectárea gracias al 
mejoramiento y modificación genética de las plantas cultivadas, determinando que la 
estrategia de utilización de cultivos GM para mejorar la productividad vegetal haya sido 
ampliamente adoptada. Estas plantas GM poseen diferentes modificaciones genéticas que 
incluyen la resistencia a herbicidas, a insectos y recientemente a estrés hídrico (Manavella et 
al. 2008). Con respecto al impacto de estos organismos sobre el medio ambiente, algunos 
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Capítulo 1: Análisis de características relacionadas con la 

promoción del crecimiento vegetal  

INTRODUCCIÓN 

 

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR)  

La comercialización de bacterias PGPR comenzó hace más de un siglo en Estados Unidos e 
Inglaterra para la inoculación de leguminosas con rizobios (Herrmann y Lesueur 2013). El 
interés por obtener mejores biofertilizantes ha llevado a extensivas investigaciones y se ha 
alcanzado un amplio rango de nuevos productos formulados, que funcionan como 
biofertilizantes y bioestimulantes (Vessey 2003).  
Actualmente un gran número de diferentes especies bacterianas pueden ser consideradas 
PGPR, entre ellas muchas especies pertenecientes a los géneros Azotobacter, Azospirillum, 
Pseudomonas, Acetobacter, Burkholderia  y Bacillus, entre otros (Glick 2005). Gracias a los 
avances en la comprensión de los mecanismos por los cuales  los microorganismos son 
capaces de promover el crecimiento vegetal, la búsqueda se ha perfeccionado permitiendo 
la identificación de mayor número de bacterias con potencialidad de PGPR y esto redundó 
en que muchos de los inoculantes actuales contienen bacterias que no pertenecen al grupo 
de los rizobios y más recientemente se han desarrollado también formulaciones en base a 
hongos micorrícico-arbusculares (MA) (Bashan et al. 2014). 
Las PGPR son bacterias que mejoran el estado general de las plantas. La manera en que 
afectan el crecimiento de las plantas se puede clasificar en 5 categorías: (1) fijación 
biológica de nitrógeno, (2) incremento de la disponibilidad de nutrientes en el suelo (3) 
inducción del aumento de la superficie radicular, (4) inhibición el crecimiento de patógenos 
o favorecimiento del crecimiento de otros organismos beneficiosos (Vessey 2003) y (5) 
activación de la resistencia sistémica inducida de la planta (ISR). Estas cinco categorías 
podemos agruparlas de manera más general en tres, biofertilización (1 y 2), 
fitoestimulación (3) y biocontrol (4, 5) e implican la acción directa e indirecta de los 
microorganismos PGPR sobre las plantas. En el primer caso, acción directa, la interacción 
planta-bacteria debe ser íntima, e implica la colonización de la superficie radicular o incluso 
la intromisión de las bacterias en los espacios periplásmicos e intercelulares (interacción 
endofítica), en el segundo las bacterias pueden ser parte de la microflora de la rizosfera y 
no encontrarse en contacto directo con la planta. 
La Figura 1.1 resume estas actividades y modos de interacción de las bacterias con las 
plantas. Las múltiples investigaciones sobre los mecanismos de promoción del crecimiento 
vegetal han resultado en la comprensión de muchos de los modos de acción de las bacterias 
PGP algunos de los cuales desarrollaremos a continuación. 
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Figura 1.1: Esquema de acción de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal. Modificado de 
http://www.ecologiemicrobiennelyon.fr. 
 
Biofertilización 
El mecanismo de biofertilización mejor estudiado, sin dudas, es la fijación biológica de 
nitrógeno (FBN), en especial la que se da en asociaciones con plantas leguminosas por los 
miembros del grupo de las rizobiales (Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, 
Mesorhizobium, Rhizobium,  y Sinorhizobium) (Sessitsch et al. 2002; Laranjo et al. 2014), 
siendo estos microorganismos los primeros en ser utilizados comercialmente para la 
inoculación de leguminosas a finales del siglo 19 (Fred et al. 1933). Más recientemente se 
ha hecho énfasis en el estudio de la fijación de nitrógeno y promoción del crecimiento 
vegetal por diazotrofos de vida libre como Azospirillum, Gluconacetobacter, Azotobacter y 
Burkholderia, entre otros. Estos organismos cobran importancia porque son capaces de 
asociarse a plantas no leguminosas como caña de azúcar, trigo, arroz, etc. (Sevilla et al. 
2001; Mrkovacki y Milic, 2001; James et al., 2002), cultivos de gran interés comercial que 
necesitan fertilización con nitrógeno. Estos microorganismos son capaces de  aportar 
cantidades significativas de nitrógeno a través de la FBN disminuyendo los costos de 
producción y evitando el uso de fertilizantes químicos. 
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cadena corta, como el PHB. Además presenta como particularidad la presencia de una isla 
genómica de adaptabilidad, probablemente adquirida por transferencia lateral, en la cual 
se encuentran los genes de síntesis de PHB que mostraron similitud con especies del género 
Burkholderia y otros genes posiblemente relacionados con la adaptabilidad (Ayub et al. 
2007). Además de la importancia del PHB en la supervivencia en frío, cuando las bacterias 
se desarrollan en biofilms a baja temperatura, la capacidad de producción de PHB permite 
el estado de vida planctónico posibilitando la colonización de nuevos ambientes (Tribelli y 
López 2011). 

La obtención del  genoma completo de P. extremaustralis (Tribelli et al. 2012) 
permitió realizar varios estudios entre ellos, se analizó la influencia del regulador global de 
crecimiento en anaerobiosis Anr en relación a la producción de PHB y otros procesos en P. 
extremaustralis. La limitación de oxígeno es un componente clave en la fisiología 
bacteriana y de gran importancia para encarar estudios ambientales e industriales. Dado 
que el metabolismo del PHB tiene relación con el estado redox celular, se estudió el papel 
de Anr en el metabolismo del PHB en condiciones de baja tensión de oxígeno  (Tribelli et 
al., 2010).  Estos trabajos permitieron también poner en evidencia nuevos roles para Anr 
entre ellos su relevancia en la resistencia al estrés oxidativo y en el mantenimiento 
equilibrio redox en condiciones de baja provisión de oxígeno y en las primeras etapas de 
la formación de biofilms (Tribelli et al. 2013). Por otro lado, en relación con este regulador 
se cuenta con una construcción que permitió obtener una variante funcional en aerobiosis 
(Anr*): debido a que el regulador Anr es activo en condiciones de baja tensión de O2 y esta 
condición es en la práctica muy compleja de manipular. Esta proteína mutada Anr*, 
obtenida durante mi tesis de Licenciatura (Ibarra, 2011) es de utilidad para determinar 
experimentalmente los blancos de acción de ANR (por ejemplo por la técnica de EMSA, 
Electrophoretic mobility shift assay).  
 También se analizaron distintos aspectos relacionados con la biorremediación de 
hidrocarburos que se relacionan con la supervivencia en condiciones de estrés. Se 
encontró que biofilms de P. extremaustralis mostraron mayor producción de 
biosurfactantes y  degradación de diesel en comparación con cultivos planctónicos (Ayub 
et al. 2009; Tribelli et al. 2012). Un estudio comparativo mostró que P. extremaustralis 
posee un mejor desarrollo a 8°C que otras especies modelo como P. putida KT2440 y P. 
protegens Pf-5, observándose además la presencia en el genoma de una batería de genes 
que probablemente estén involucrados en la adaptación a distintos factores de estrés, 
como el frio (Raiger Iustman et al. 2015). 
La obtención del genoma ha permitido encarar también estudios globales como el análisis 
del perfil transcriptómico (RNA-seq) y la detección de la sobreexpresión en frio de genes 
novedosos relacionados con el metabolismo de la oxidación del etanol (Tribelli et al. 2015) 
El análisis comparativo, a nivel genómico (Fig. 1.3) ubica a  P. extremaustralis dentro de un 
subgrupo de las Pseudomonas Fluorescentes, que se destacan como promotoras del 
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crecimiento vegetal, principalmente, debido a su capacidad de solubilización de fósforo 
inorgánico (Meyer et al. 2011; Redondo-Nieto et al. 2013). Dentro de este grupo se 
encuentran especies aisladas de suelo y asociadas a raíces de numerosas plantas. Entre 
estos podemos destacar a P. protegens Pf-5, la especie más estudiada por sus 
características como promotora del crecimiento vegetal (Paulsen et al. 2005).   
Las características particulares de esta especie, como la producción de PHB y la alta 
resistencia al estrés, así como otras generalizables a otras especies de Pseudomonas no 
patógenas hacen de P. extremaustralis una especie de interés para el estudio de procesos 
fisiológicos, como capacidad de colonización y promoción de crecimiento vegetal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3: Análisis filogenómico de Pseudomonas pertenecientes al grupo de las Fluorescentes.  
Adaptado de (Redondo-Nieto et al. 2013) La escala representa divergencia de la distribución de 
Kmer. En esta figura podemos observar las Pseudomonas más cercanas filogenéticamente a P. 
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extremaustralis (subrayado azul).  Muchas de las cuales han sido probadas como bacterias PGPR 
(subrayado verde) y algunas, las del subgrupo tolaasii, se las reconoce como patógenos fúngicos 
(subrayado rojo). Con diferentes colores se destacan los subgrupos (I a V) propuesto por Redondo-
Nieto. 
 
 
Hipótesis de trabajo: 
 
- Bacterias resistentes a estrés tendrán un mejor desempeño como promotoras del 
crecimiento vegetal en condiciones desfavorables. 
 
La hipótesis del trabajo plantea que en ambientes sometidos a estrés por frío o por distintos 
regímenes hídricos se pueden hallar bacterias promotoras de crecimiento vegetal que sean 
eficientes para el mejoramiento de cultivos comerciales en áreas desfavorables 
En base a esto se plantean los siguientes objetivos específicos. 
 
Objetivos específicos del capítulo 1: 
 
Se propone que la combinación de estos microorganismos con plantas GM resistentes al 
estrés podría ser una buena alternativa para extender las regiones cultivables y para 
incrementar la productividad vegetal en regiones no favorables. 
Pseudomonas extremaustralis es una nueva especie aislada y descripta por nuestro 
laboratorio procedente de la Antártida. Esta bacteria posee una alta resistencia a distintas 
condiciones de estrés y se ha obtenido la secuencia del genoma lo que ofrece muchas 
posibilidades para estudios genéticos. Hemos determinado que esta bacteria posee 
algunas características de interés como promotora del crecimiento vegetal, lo que junto 
con su alta resistencia a estrés hacen que constituya un buen modelo para el estudio de 
estas capacidades y de su interacción con cultivos vegetales de interés comercial. 
Por otra parte, los suelos con diferentes regímenes de lluvias pueden resultar interesantes 
para el aislamiento de bacterias y su evaluación como potenciales promotores del 
crecimiento vegetal.  
 
En base a esto se proponen los siguientes objetivos específicos: 
 

1.- Aislamiento de bacterias promotoras de crecimiento vegetal a partir de suelos con 
distintos regímenes de lluvia. 

2.- Análisis genómico y funcional de características genéticas relevantes para la 
promoción de crecimiento vegetal y resistencia a estrés osmótico en Pseudomonas 
extremaustralis, una bacteria procedente de ambientes extremos.  
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Para esta determinación se prepararon los siguientes reactivos: 
-Solución A: vanadato de amonio, 0,9 g/L. 
Se disolvieron 0,9 g de NH

4
VO

3 
en 500 mL de agua hirviendo, se dejaron enfriar y Se 

agregaron 24 mL de HNO
3 

69% (3.4.1) o 16 mL de HNO
3 

100% (3.4.2). Se llevó  con agua a 1 L. 

- Solución B: molibdato de amonio, 19 g/L. 
Se disolvieron 19 g de (NH

4
)
6
Mo

7
O

24
.4H

2
O en agua a 50°C, se dejó enfriar y se diluyó a 1 L con 

agua. 
- solución C: Ácido nítrico 1,5 M 
Se diluyeron  97 mL de HNO369% (3.4.1) o 62 mL de HNO

3 
100% (3.4.2) con agua a 1 L. 

- Solución estándar de fósforo, 1000 mg/L de P se obtuvo disolviendo KH2PO4 en agua 
bidestilada + solución C en relación 7:1. 
Para la determinación de fósforo en las muestras  se tomaron 250 µl de los sobrenadantes 
filtrados descriptos anteriormente, se les agrego solución C en relación 7:1 y se agregaron 100 
µl de solución A y 100 µl de solución  B,  respetando el orden de los reactivos. Se midió 
absorbancia en espectrofotómetro a 460 nm. 
 
Determinación de fósforo en tejidos vegetales. 
Se siguió el procedimiento descripto por (Sadzawka et al. 2004) en el que se toma el tejido 
vegetal, se coloca en sobres de papel en estufa a 80 °C hasta que se alcance peso constante, 
luego la muestra de tejido vegetal seca y molida se calcina a 500 °C en mufla. Se 
resuspendieron las cenizas en 2ml de ácido clorhídrico 1M, se realizó una dilución 1:100 de 
esta suspensión y se midió fósforo soluble por el método colorimétrico de Vanadato-
Molibdato con el kit fosfo test (Merck). 

 

Medición de ácido indol acético (AIA) 

Para la detección de bacterias productoras de AIA, se hicieron cultivos en placas multiwell, con 
medio LB suplementado con 1g/L de Triptófano que se incubaron 28°C durante 24 horas. Se 
reveló con el reactivo de Salkowski. La aparición de color rosado indica la presencia de AIA. 
Para la cuantificación de la producción de AIA se realizaron cultivos en medio BDN durante 24 
h. Se utilizó una curva patrón con Acido 3-Indol Acético comercial (Merck). Se tomaron 500 µl 
de sobrenadantes de cultivos bacterianos y se les agrego 500 µl de reactivo de Salkowski, luego 
de 15 minutos se midió absorbancia a 530 nm en espectrofotómetro.  
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y se efectuaron distintas mediciones para determinar el efecto de P. extremaustralis en el 
crecimiento de las mismas. Luego de cosechadas las plantas se lavaron la raíces, se escindieron 
de la parte aérea de la planta y, se extendieron cuidadosamente en una placa de vidrio. Se 
tomaron fotografías de cada una para cuantificar largo total, número de ramificaciones y 
número de raíces principales con el programa ImageJ. También se determinó el peso fresco de 
las raíces y el peso seco del vástago. Para esta última medición, la parte aérea de cada planta 
se colocó por separado en tubos de vidrio y se secó en estufa a 80°C hasta alcanzar peso 
constante, momento en el cual se registró el peso de cada planta. Luego de obtenido el peso 
seco del vástago los mismos se calcinaron en  mufla a 500 °C para la medición de fósforo total 
en planta según se describió anteriormente.  

Ensayos en macetas 
Las plantas de trigo se cultivaron en macetas individuales de 250 cm3 conteniendo tierra 
tindalizada como sustrato durante 30 días en cámara de cultivo con fotoperiodo (16/8 h 
luz/oscuridad) y temperatura controlados (25 ± 5°C). Se inoculó con una suspensión bacteriana 
tal que se alcanzara 108 UFC/g de tierra y se realizó un control sin inoculo. Cada tratamiento 
contó con 18 réplicas independientes.  
Características del suelo utilizado luego de tindalizado: N total 1,53 g/Kg; C total 14,90 g/Kg; P 
asimilable 13,9 mg/kg; pH 5.1.  

 

Determinación del contenido de clorofila 

Se determinó el contenido de clorofila en hoja, tomándose la segunda y tercera  hoja de cada 
planta para realizar esta  medición. El contenido de clorofila se cuantificó extrayendo en 
cámara fría en oscuridad durante 6 días en etanol 100%. Para esto se colocaron las hojas 
cortadas en trozos de 2,5 cm de largo en viales cerrados herméticamente para evitar 
evaporación del etanol, se colocó etanol hasta cubrir por completo las hojas durante dos días, 
después de este tiempo se cambió el etanol y se  preservó el etanol extraído en cámara fría en 
oscuridad, se repitió este procedimiento 3 veces y se juntaron las soluciones de etanol para 
medir el volumen final y poder determinar el contenido total de clorofila de cada muestra. Las 
hojas se secaron en estufa para relativizar el contenido de clorofila a peso seco. Se cuantificó 
el contenido de clorofila a y b de la solución de etanol según el protocolo de (Bruuinsma 1963).  

 

Análisis bioinformáticos y estadísticos 

Los genomas bacterianos se analizaron en busca de genes de interés utilizando programas 
disponibles en línea: BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/), MetaCyc y otras herramientas incluidas en el servidor 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/


http://antismash.secondarymetabolites.org/
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Medio de cultivo mineral M9 (Composición por litro) 

Na2HPO4 12,8 g; KH2PO4 3,0 g; NaCl 0,5 g; NH4Cl 1,0 g; Agua 478 ml.  
Disolver las sales y autoclavar a 121°C.  Una vez autoclavado y frio agregar asépticamente: 
Glucosa (20%) 20 ml; MgSO4  (Solución 1M) 2 ml; CaCl2 (Solución 1M) 0,1 ml  
Completar el volumen a 1litro con agua destilada estéril. 
El medio sólido contiene 15g/l de agar agar. 

 

Reactivo de Salkowski (para 1litro): 

FeCl3  12 g; H2SO4 7,9 M.  
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Bacterias productoras de ácido indol-acético: 
Para la detección de bacterias productoras de AIA, se hicieron cultivos en placas multi 
well, con medio LB suplementado con 1g/L de Triptófano. Se revelaron con el reactivo de 
Salkowski. Con esta técnica se observa color rosado cuando hay AIA presente en el medio  
de cultivo (Fig. 1.4). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4: MØtodo utilizado para identificar los aislamientos productores de AIA. Los pocillos que 
presentan coloración rosada son los positivos para índoles 

 
Los aislamientos que dieron positivo en este ensayo se utilizaron para hacer una 
cuantificación de la producción de AIA (Figura 1.5). Se obtuvieron 22 aislamientos capaces 
de producir índoles, que se cultivaron en medio liquido BDN suplementado con triptofano 
1g/l,  seleccionándose 13 cepas que presentaban mayor coloración para realizar la 
cuantificación de la producción AIA, incluyendo en el análisis a Pseudomonas 
extremaustralis.  
 

 
Figura 1.5: Cuantificación de la producción de AIA de los aislamientos que presentaron mayor 
coloración en las pruebas anteriores. Los cultivos se realizaron en medio BDN suplementado con 
triptófano, los aislamientos fueron realizados en: IIA: Inés Indart lote con alfalfa; IIM: Inés Indart 
lote con maíz; Ame: América. En los medios: Man: Manitol; Nut: Nutritivo; KB: King B.  
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Se encontraron varias cepas que producían AIA entre ellos P. extremaustralis.. 
El aislamiento II-KB (2) procedente de suelo de Inés Indart y aislada en medio de cultivo 
King B, mostró una producción de 10 µg/ml. El aislamiento IIA-Man (30) proveniente del 
suelo de Inés Indart y aislado en agar manitol,  se destacó por su producción cercana a los 
60 µg/ml. 
Ninguna de las cepas testeadas produjo AIA en ausencia de triptófano y todas produjeron 
AIA en el rango de 5 a 20 µg/ml, a excepción del aislamiento mencionado anteriormente. 
 
Cultivo de plantas en presencia de los aislamientos productores de AIA. 
 
Se seleccionaron dos aislamientos (IIA-Man (30) y II-KB(2)) para realizar ensayos con 
plantas en condiciones controladas. Se cultivaron plantas de maíz en medio MS con y sin 
Triptófano en presencia de las bacterias y se realizó un control sin bacterias. Se cuantificó 
el crecimiento de las plantas realizando mediciones del largo de vástago y peso seco de 
raíz.  
Se observó un mayor crecimiento de las plantas cultivadas con la cepa IIM-Man (30) en 
medio MS suplementado con triptófano durante los primeros días de crecimiento (Fig. 
1.6A). No se observaron diferencias de crecimiento en las plantas cuando se cultivaron 
con MS sin triptófano en presencia o ausencia de bacterias (Fig. 1.6B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.6 (A, B): Crecimiento de plantas durante 15 días en medio MS con y sin triptofano. Se 
cuantificó el largo de vÆstago. Los valores representan media – SD de 3 plantas de uno de dos 
experimentos independientes. 
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Figura 1.6 (D, C): Crecimiento de plantas durante 15 días en medio MS con y sin triptófano segœn 
se indica. Se cuantificó el peso seco de vÆstago y raíz. Los valores representan media – SD de 3 
plantas de uno de dos experimentos independientes. 
 
 
No se observaron diferencias en el peso seco del vástago (Fig. 1.6 C), ni en el peso seco de 
la raíz (Fig. 1.6 D). Luego de cosechadas las plantas se realizó una prueba de presencia de 
Indoles en el medio remanente. En este ensayo no se detectó presencia de AIA en los 
medios de cultivo cuando las bacterias fueron co-cultivadas con plantas. Esto puede 
deberse a una inhibición por parte de las plantas de la producción bacteriana de AIA o a 
un consumo del AIA producido por parte de la planta. Para poder analizar este efecto, se 
tomaron alícuotas de los medios de cultivos que se utilizaron para hacer los controles de 
este ensayo, planta sin bacteria. En ellos se cultivaron las dos cepas bacterianas y una no 
productora a fin de determinar si en este medio, ahora sin la planta, eran capaces de 
producir AIA.  
 

C) 

D) 
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                                  A                       B                      C  
 
Figura 1.7: Producción de AIA en medio utilizado por plantas de maíz: A  y C cepas productor as 
de AIA con triptófano (+) y sin triptófano (-). B cepa no productora de AIA .  
 
 
Se observa que solo las bacterias que producen AIA lo hacen en medio con triptófano 
utilizado previamente para el cultivo de plantas, indicando que las plantas de maíz no 
inhiben la producción de AIA a través de exudados radiculares. Esto podría indicar que el  
AIA producido por las bacterias en co-cultivo con las plantas es absorbido por las mismas 
(Fig. 1.7).  
No se detectó coloración rosada en los medios que no estaban suplementados con 
triptófano, esto indica que las bacterias testeadas no producen indoles (o lo hacen en 
muy baja concentración) a partir de los compuestos presentes en el medio por exudados 
radiculares (Fig. 1.7). 
 
Solubilización de Ca3O8P2: 
  
Se realizaron cultivos de los aislamientos previamente descriptos y de P. extremaustralis 
en medio NBRIP agar durante 5 días. La solubilización de fosfato se detecta por una zona 
clara alrededor de la colonia (Fig. 1.8). 
De todas las cepas se encontraron 19 capaces de solubilizar fosfato tricálcico. Se 
cuantificó la capacidad solubilizadora según se describió en materiales y métodos 
haciendo una relación de tamaño del halo en función del tamaño de la colonia.                  
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Figura 1.8: Solubilización de fosfato tricalcico en medio NBRIP agar. A) P. extremaustralis. B) 
Aislamiento positivo para la solubilización de fosfato de calcio. C) Aislamiento negativo para la 
solubilización de fosfato.  
                      
Cuatro de los aislamientos, procedentes de Inés Indart,  mostraron una alta relación del 
tamaño de la colonia respecto al tamaño del halo de solubilización. 
 
IIM-Man (4): 9/2 en mm, aislado en agar manitol. 
IIM-Man (5): 11/2 en mm aislado de agar manitol.  
IIA-KB (6): 10.0/3 en mm, aislado en King B.  
IIA-NU (8) 10.0/5 en mm, aislado en agar nutritivo. 
 
P. extremaustralis mostró una excelente capacidad solubilizadora de fosfato con un índice 
de solubilización de: 8/1 en mm. 

 
Cultivo de plantas en presencia de los aislamientos 
solubilizadores de fosfato 
  
Se cultivaron plantas de maíz en tubos de vidrio (Fig. 1.9), con arena y perlita como 
sustrato inerte. Se utilizó MS y MS modificado, con Ca3O8P2, como única fuente de fósforo 
en presencia de los aislamientos solubilizadores de fósforo IIM-Man 4, IIM-Man 5. Se 
realizó un control sin inóculo bacteriano. Se cuantificó el crecimiento de las plantas 
realizando mediciones del largo de vástago y peso seco de raíz. 
 
 

A B C 



RESULTADOS 1 

40 
 

 
 
Figura 1.9: Imagen representativa de la condición de las plantas en este ensayo.  
A) Plantas cultivadas en medio de cultivo MS con fosfato tricálcico como única fuente de fósforo. 
B) Plantas cultivadas en medio MS con fuente de fosforo asimilable. C) Sistema utilizado para el 
cultivo de las plantas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.10: Medición del largo de vástago en plantas de maíz cultivadas en medio  MS con fuente 
de fosforo no asimilable (-P) y MS con fuente de fosforo asimilable (+P). Se utilizaron dos 
aislamientos solubilizadores de fosforo; IIM-Man 4, IIM-Man 5 y un control sin bacterias.  
 
Se observó un aumento significativo en el largo del vástago con respecto al control (sin 
bacterias) en el tratamiento con la cepa II-Man (4)  cuando  las plantas fueron cultivadas 
en medio MS con fosfato tricálcico (P<0.05, test de t de Student) (Fig. 1.10). No se 
observaron diferencias en el peso seco de raíz ni vástago en ninguno de los tratamientos 
(no mostrado). 
No se observaron diferencias cuando se utilizó H2PO4 como fuente de fósforo para el 
crecimiento de las plantas, indicando que la cepa II-Man (4), solubilizadora de fosfato, 
tuvo un efecto positivo en el crecimiento de las plantas de maíz aumentando el largo de 
vástago (Fig. 1.10).   
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fusárico en P. protegens Pf-5 (Tabla 1). Estos genes codifican sistemas similares a bombas de 
eflujo. 
La resistencia a estrés osmótico se da por la acumulación de moléculas pequeñas llamadas 
osmolitos que mantienen el balance osmótico de la célula en situaciones de alto potencial 
osmótico ambiental (Gunasekera et al. 2008). P. extremaustralis posee una batería de genes 
que codifican solutos compatibles que funcionan como osmolitos. Entre ellos Glicina-betaina 
(GB) es uno de los más efectivos y de mayor distribución. Los genes relacionados a la síntesis 
de GB se encontraron en ambas cepas (Tabla 1.2) y están conservados en muchas especies de 
Pseudomonas (Raiger Iustman et al. 2015). Una particularidad de P. extremaustralis en el 
metabolismo de GB es que posee el gen gsmT, el cual codifica para la proteína (glicin-sarcosin 
metil transferasa) clave en la síntesis de GB a partir de glicina. Este gen suele no estar presente 
en bacterias. La síntesis de GB a partir de glicina esta descripta en Haloarchaeas como 
Aphanothece halophytica y Methanohalophilus portucalensis. La secuencia de la proteína 
deducida GmsT presente en el genoma de P. extremaustralis posee una alta similitud e 
identidad con las descriptas en estas Archaeas. P. fluorescens SBW25 también posee el gen 
gmsT y la proteína deducida a partir de la secuencia de ésta presenta 83 y 94 % de identidad y 
similitud, respectivamente con la de  P. extremaustralis (Raiger Iustman et al. 2015). La 
presencia del gen gsmT permitiría a P. extremaustralis y P. fluorescens SBW25 acumular 
sarcosina, un compuesto considerado osmoprotector, sugiriendo una función en el balance 
osmótico de esta cepa.  
También se encontraron todos los genes necesarios para la síntesis de trehalosa a partir de 
maltosa y glucógeno (treYZXS) en P. extremaustralis y P. protegens Pf-5 (Tabla 1.2). 
Otro mecanismo importante en la resistencia osmótica es la incorporación de potasio por el 
sistema dependiente de ATP  kdpFABC el cual es regulado por KdpD y KdpE y descrito en E. coli 
(Irzik et al. 2011). En P. extremaustralis, se encontraron dos sistemas de transporte de K con 
diferente orden génico. Uno de ellos está presente también en P. protegens Pf-5 (Tabla 1.2) y 
se ubica en una isla genómica. El análisis filogenético de la secuencia de KdpC relaciona este 
cluster con los encontrados en el género Burkholderia sugiriendo un evento de transferencia 
horizontal. El segundo cluster presenta alta similitud con el encontrado en la mayoría de las 
Pseudomonas (Raiger Iustman et al. 2015). 
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Análisis de la funcionalidad de los genes encontrados 

Entre los métodos directos de promoción de crecimiento vegetal se destacan la biofertilización 

por provisión de nutrientes y la bioestimulación que involucra la síntesis de hormonas que 

favorecen el crecimiento vegetal. A partir del análisis genómico de P. extremaustralis nos 

propusimos estudiar la  funcionalidad de algunas de las características encontradas 

relacionadas con estos mecanismos. 

Nos centramos en la capacidad de movilización de fósforo tanto orgánico como inorgánico  y 

en producción de ácido indol acético (AIA), también se probó la capacidad de crecimiento de 

la cepa en ACC. 

 
Solubilización de distintas fuentes de fósforo en medio sólido 

 

Se realizaron ensayos de crecimiento en placa utilizando medio NBRIP modificado con 

diferentes fuentes de fósforo, fosfato de roca, fosfato de hierro, fosfato de aluminio, y fosfato 

de calcio, como fuentes inorgánicas y fitato de sodio como fuente orgánica. (Fig. 1.14). Se 

observa que P. extremaustralis es capaz de solubilizar fosfato de calcio y mineralizar el fitato 

de sodio. En las placas de fosfato de roca, Fe y Al no se observó halo de solubilización pero si 

crecimiento de la cepa (Fig. 1.14). Esto podría indicar que el nivel de solubilización no es muy 

alto y por eso no se observa un halo claro alrededor de la colonia, aunque también podría 

indicar un crecimiento a partir del fósforo disuelto en el medio.  

A partir de este resultado se continuó con la cuantificación de  la solubilización de fósforo en 

placa en diferentes condiciones de cultivo utilizando las fuentes de fósforo con las que se 

evidenció solubilización por halo.  
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Figura 1.14: Solubilización de diferentes fuentes de fósforo por P. extremaustralis en placa, se 
utilizaron 4 fuentes de fósforo inorgánicas (AlPO4, FePO4, Ca3 (PO4)2 y fosfato de roca) y una fuente 
de fósforo orgánica fitato de Sodio. 

 

 

Cuantificación de la solubilización de fosfato tricálcico en medio sólido. 

 
Se analizó la capacidad de  solubilizar P inorgánico de P. extremaustralis en comparación con 
P. protegens Pf-5 a diferentes temperaturas (8°C y  28 °C). Luego de incubar 7 días en la 
condición de 28°C y 15 días a 8°C se midió el diámetro del spot y el diámetro del halo de 
solubilización y se realizó el cociente entre ambos.  
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Figura 1.15: A. Cuantificación de la solubilización de fosfato tricálcico: Se observan diferencias 
significativas (P= 3,2.10-4) entre las cepas a 8°C. Los resultados corresponden a 3 experimentos 
independientes y las barras representan la desviación estándar. B) Fotos representativas del ensayo de 
solubilización  de fosfato en medio NBRIP suplementado con fosfato tricálcico a 8 y 28 °C. La 
solubilización de fosfato se detecta por una zona clara alrededor del inóculo. A, C: P. extremaustralis; 
B, D: P. protegensPf-5. 

 

En la Figura 1.15 se observa que ambas cepas son capaces de solubilizar fosfato tricálcico. Los 
resultados indican que P. extremaustralis y P. protegens Pf-5 muestran similar capacidad 
solubilizadora cuando son cultivadas a 28°C. Cuando son cultivadas a 8°C P. extremaustralis 
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presenta una relación halo de solubilización/diámetro del inóculo significativamente mayor 
(P<0.0001) que P. protegens Pf-5 (Figura 1.15).  

 

Solubilización de fosfato y producción de ácidos orgánicos en medio NBRIP liquido 

 

También se estudiaron ambas cepas en las mismas condiciones analizadas anteriormente en 
medio NBRIP líquido conteniendo fosfato tricálcico. Este medio a diferencia del anterior 
permite cuantificar el fosfato disuelto y los ácidos orgánicos presentes en el medio de cultivo, 
responsables de la solubilización del fosfato. En la Figura 1.16 se observa la cuantificación del 
fosfato soluble para ambas cepas en ambas condiciones. 

 

 
Figura 1.16: Cuantificación de la solubilización de fosfato tricálcico por el método Vanadato-
Molibdato. P. protegens Pf-5 y P. extremaustralis a 8°C (línea sólida) y 28°C (línea punteada)  
 
 
Podemos observar que ambas cepas mantienen un perfil de solubilización similar, también que 
ambas solubilizan una cantidad de fosfato mayor cuando son cultivadas a 28°C. No se 
observaron diferencias entre ambas especies en ninguna de las condiciones analizadas. El 
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En los sobrenadantes de estos cultivos también se detectó la presencia de otros ácidos que no 
pudieron cuantificarse pero en los cuales se notaron diferencias claras entre las cepas, este es 
el caso del ácido cítrico, el cual se detecta solo en P. protegens Pf-5 pero no se pudo cuantificar 
porque el pico de elución se superpone con el de otro ácido no identificado.  
El ácido pirúvico fue mayor en P. protegens que en P. extremaustralis, poniendo en evidencia 
otra diferencia en el metabolismo de ambas cepas (Figura 1.17C).  
Si bien hubo diferencias en la concentración y tipos de ácidos entre las especies bacterianas 
esto no redundó en una diferencia en el pH del medio, el cual alcanzó valores entre  3,5  y 4 a 
28°C y  5 a 5,5 a 8°C luego de 72 horas de cultivo. Tampoco se vió diferencia en la capacidad 
solubilizadora de fósforo en ninguna condición a diferencia de lo ocurrido en medio sólido. 
Para determinar si hay diferencias en la producción de ácidos orgánicos y solubilización de 
fosfato cuando las bacterias son cultivadas en una condición que favorezca la formación de 
biofilm se realizaron cultivos en placa multiwell en medio líquido sin agitación. Se cuantificó la 
producción de ácidos orgánicos, solubilización de fósforo y formación de biofilm. Se observó 
el mismo patrón de ácidos que se había visto en los cultivos en Erlenmeyers, en estos ensayos 
tampoco se detectaron diferencias en la concentración de fosfato soluble a las 72 horas tanto 
a 8°C como a 28°C. Se observó una mayor formación de biofilm de P. extremaustalis en 
comparación con P. protegens Pf-5. 
 Como conclusión general de este conjunto de experimentos podemos decir que P. 
extremaustralis posee el gen que codifica la glucosa deshidrogena dependiente de PQQ y que 
es funcional dado que se detectó la producción de ácido glucónico el cual sería el responsable 
de la solubilización de fósforo inorgánico. La solubilización fue similar en ambas temperaturas 
analizadas 8 y 28 °C. Desde el punto de vista de la solubilización ambas especies mostraron 
buen desempeño a 28 ºC. En los experimentos de solubilización en placa de Petri se observaron 
diferencias sólo cuando las cepas se cultivaron a 8ºC.  Estas diferencias no se observaron en 
medio líquido.  

 

Solubilización de fosfato tricálcico de P. extremaustralis y su mutante en la síntesis de PHB. 

Una de las características que  hacen a P. extremaustralis de interés para su estudio, son la alta 
producción de PHB, (Ayub et al. 2004) y su alta resistencia al estrés tanto oxidativo, calor o frio 
(Ayub et al. 2009). La producción de PHB resultó clave para la supervivencia en frío (Ayub et 
al., 2009).  
 
Como se describió previamente, la solubilización de fosfato de calcio está determinada 
principalmente por la liberación de ácidos orgánicos al medio extracelular, la fuente de 
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carbono a partir de la cual se sintetizan estos ácidos orgánicos es la glucosa. En esta parte del 
trabajo se analizó la influencia de otra fuente de carbono en la solubilización de fósforo. Para 
esto se realizaron cultivos de P. extremaustralis y su mutante deficiente en la síntesis de PHB 
(phbC) (Ayub et al. 2009). 
Además, la síntesis de PHB es una de las grandes diferencias de esta bacteria con P. protegens 
Pf-5, con lo cual puede resultar interesante saber cuál es la influencia del PHB en la 
solubilización en P. extremaustralis.  La pregunta que nos hicimos fue ¿Cuál es el efecto de PHB 
en la solubilización de fósforo a diferentes temperaturas en P. extremaustralis? Se realizó una 
primera aproximación cultivando las cepas en las mismas condiciones que en los ensayos de 
solubilización de fosfato de calcio en placa pero agregando al medio de cultivo octanoato de 
sodio 0,25% como única fuente de carbono, octanoato de sodio 0,25% + glucosa 1%, y glucosa 
1% como única fuente de carbono (Fig. 1.18). Se utilizó octanoato de sodio (caprilato) debido 
a que este compuesto es el principal sustrato utilizado por esta bacteria en la síntesis de PHB. 
P. extremaustralis produce mayor cantidad de PHB cuando el medio de cultivo se suplementa 
con octanoato de sodio en comparación con glucosa (Catone et al. 2014). Se inocularon las 
placas de Petri con alícuotas de 2µl de cultivos overnight en el orden de 108 ufc/ml.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.18: Fotos representativas de la solubilización de fosfato tricalcico en medio NBRIP 
suplementado con caprilato 0,25% (A), Glucosa 1% (B) y caprilato 0,25% + glucosa 1% (C).  Cultivos a 28 
°C luego de 10 días de incubación. Se utilizó la cepa P. extremaustralis (salvaje) y una mutante de P. 
extremaustralis en la enzima Phb sintasa (PhbC). 

 
Se observó que ninguna de las cepas es capaz de solubilizar fosfato tricalcico cuando tienen 
octanoato de sodio como fuente de carbono (Fig. 1.18 A), ambas solubilizan fosfato tricalcico 
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Mineralización de fosfato orgánico: utilización de fitato sodio 

Se compararon las cepas P. extremaustralis y P. protegens Pf-5 en cuanto a su capacidad de 
mineralización de fosfato orgánico, utilizando fitato de sodio como única fuente de fósforo en 
placas de Petri de NBRI-Fitato.  
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.20: Cuantificación de utilización de fitato de sodio en placa a 8ºC. Las placas se incubaron 
durante 4 días. Se muestra la relación entre el diámetro del halo de solubilización  y el diámetro de la 
colonia. Se observan diferencias significativas (p=0,00018) entre P. extremaustralis y  P. protegens Pf-
5. 

 

P. extremaustralis solubiliza fosfato orgánico en mayor medida que P. protegens a 8ºC. Cuando 
ambas cepas son cultivadas a 28ºC no se observan estas diferencias, en concordancia con lo 
obtenido  en los experimentos con fosfato tricálcico. 
Estos resultados muestran que ambas cepas presentan diferencias en cuanto a su capacidad 
de utilización tanto de fosfato orgánico como inorgánico cuando son cultivadas en condiciones 
de estrés por frio.  
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Producción de PVD en diferentes condiciones de cultivo 

En esta parte del trabajo se estudió la producción de pioverdinas en P. extremaustralis en 
comparación con P. protegens Pf-5 en línea con los experimentos anteriores. Además, esta 
última cepa es bien conocida por ser una buena productora de pioverdinas  y por su capacidad 
de protección contra patógenos como Fusarium, en la cual las PVDs tienen un rol fundamental 
por su capacidad de quelar formas de hierro asimilables, disminuyendo su concentración y de 
esta manera desfavoreciendo el crecimiento del hongo (Ruiz et al. 2015). 
 

 

Figura 1.25: Cuantificación de pioverdinas por fluorescencia en cultivos aeróbicos de P. protegens, P. 
extremaustralis y P. extremaustralis mutante anr.28ºC (A) y 8ºC (B).  

 

En aerobiosis a 28°C se obtuvieron valores de 1400 ± 144 para P. extremaustralis, de  2300 ± 
190 para la mutante anr y de 2145 ± 214 para P. protegensPf-5 a las 24 h (Figura 1.25A). P. 
extremaustralis y P. Protegens Pf-5 mostraron valores similares de producción de PVD, luego 
de 72h de cultivo a 8°C (6061 ±1800 y 5570 ± 1623 de F/DO, respectivamente; P>0,05, t de 
Student) (Figura 1.25 B). 
En microaerobiosis luego de 48 h de cultivo, la producción de PVD fue significativamente 
mayor para la cepa mutante anr (P<0,01) 4900 ± 900, mientras que para P. extremaustralis y 
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quimiotaxis son menos eficientes colonizadoras de raíces (Weert et al. 2002). P. 
extremaustralis es una de las pocas Pseudomonas del grupo de las fluorescentes que posee un 
grupo extra de genes que codifican la síntesis de flagelos. Esta región de aproximadamente 40 
kb con 40 marcos de lectura abiertos codifica un sistema completo de flagelos flgA 
(PE143B_0120730) hasta (PE143B_0126895) flgN (PE143B_0126905) (Redondo-Nieto et al. 
2013). 
Las diferencias observadas en la movilidad de P. extremaustralis en comparación con Pf-5, 
quizá sean producto de las diferencias a nivel genómico mencionadas. Deben hacerse más 
estudios para definir a que compuestos presentes en los exudados radiculares es atraída esta 
bacteria y que mecanismos genéticos están involucrados en esta atracción.  

COMPROBACIÓN DE LA ASOCIACIÓN DE P. EXTREMAUSTRALIS CON RAICES 

Colonización de raíces de trigo:  

La colonización de las raíces de trigo fue analizada mediante microscopía utilizando bacterias  
marcadas con la proteína verde fluorescente (GFP). Luego de 20 días de la inoculación se 
observaron microcolonias (Fig. 1.28) localizadas principalmente en la raíz primaria en la zona 
de los pelos radiculares (Fig. 1.29). Un patrón similar se observó para P. protegens Pf-5 
(resultados no mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 1.28: Ensayo de colonización de raíz de trigo.  P. extremaustralis marcada con el plásmido 
pBBRMCS-2 conteniendo el gen que codifica la proteína verde fluorescente (GFP). Imagen de una raíz 
de trigo observada bajo luz blanca (A). Imagen de una raíz de trigo sin inoculo bacteriano  en 
microscopio de fluorescencia: excitación a 450 nm, emisión 500 nm.  (B).  Imagen representativa de 
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Figura 1. 32: Cuantificación de crecimiento de plantas de trigo cultivadas en medio Ms con fosfato de 
potasio (KH2PO4) asimilable por las plantas (+P) o fosfato tricalcico (-P) no asimilable por las plantas. 
Inoculadas con P. extremaustralis, o sin inoculo. Las barras de error representan el desvío estándar de 
5 réplicas. 

 

A 
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No se observaron diferencias en la biomasa de las plantas ni en los parámetros de la raíz en las 
condiciones experimentales ensayadas (P<0,05, t-test).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.33: Concentración de fósforo total hojas de trigo cultivadas en medio MS fosfato de potasio 
(KH2PO4) asimilable por las plantas (+P) o fosfato tricalcico (-P) no asimilable por las plantas. 
Inoculado con P. extremaustralis o sin inoculo v bacteriano, A). Concentración de fósforo disuelto en 
arena utilizada como sustrato de cultivo B). Las barras de error representan el desvío estándar de 5 
réplicas. 

 

El contenido de fósforo de las plantas que fueron inoculadas con P. extremaustralis fue  menor 
que las que no fueron inoculadas cuando se usó como medio de cultivo MS con fuente de 
fósforo asimilable (Fig. 1.33A). Debido a esto, se cuantificó el fósforo soluble en el sustrato 
para determinar el efecto del agregado de la bacteria (Figura 1.33B). El contenido de fósforo 
soluble en el sustrato fue mayor en los casos en que la bacteria se encontraba presente, esto  
se verificó con ambas fuentes de fosforo. Si bien encontramos que la bacteria incrementa el 
fosforo soluble en el sustrato,  esta diferencia no pudo cuantificarse como un mayor contenido 
de fosforo en las hojas de las plantas en estas condiciones. Estos resultados podrían indicar 
que esta bacteria si bien es capaz de solubilizar fósforo, en las condiciones ensayadas no 
mejoraría el estado nutricional de las plantas de trigo. 
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En macetas con tierra tindalizada.   

Para determinar el efecto de P. extremaustralis en el crecimiento de plantas de trigo en un 
sistema más similar al natural se realizó un ensayo en el cual se cultivaron plantas de trigo en 
macetas conteniendo tierra tindalizada con contenido de fosforo asimilable de 13 mg/kg de 
suelo. Luego de 30 días de crecimiento se cosecharon las plantas y se realizó una medición de 
parámetros físicos (peso seco de vástago y raíz) y químicos (contenido de fósforo total en 
vástago y contenido de clorofila en hoja). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.34 A) Peso seco de vástago y B) de raíz de plantas de trigo cultivadas en tierra 
tindalizada inoculadas con P. extremaustralis y sin inoculo. Las barras de error representan el 
desvío estándar de 18 réplicas. 

 

En la Figura 1.34 A) y B) se observa el resultado de la medición de peso seco de vástago y de 
raíz. Se observa que la biomasa de vástago fue mayor cuando las plantas fueron inoculadas 
con P. extremaustralis (T test; P=0,0107). El peso seco de la raíz no se vio afectado por la 
inoculación con la bacteria estudiada.  
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Figura 1.35: Contenido de fósforo total de plantas de trigo cultivadas en tierra tindalizada, inoculadas 
con P. extremaustralis y sin inoculo. Las barras de error representan el desvío estándar de 8 réplicas. 
 
 
La cuantificación de fósforo total en planta en este ensayo arrojó un resultado diferente al 
obtenido en el ensayo anterior realizado en tubos de ensayo y durante menor tiempo. Puede 
observarse un contenido de fósforo mayor (T. test; P=0,0242) en las plantas que fueron 
inoculadas con P. extremaustralis en comparación con las plantas que no fueron inoculadas 
(Fig. 1.35). El contenido de clorofila no mostró diferencias significativas entre los tratamientos 
(Fig. 1.36, P>0,05). 
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Figura 1.36: Contenido de clorofila en hojas de plantas de trigo cultivadas en tierra inoculadas con P. 
extremaustralis y sin inoculo. Las barras de error representan el desvío estándar de 18 réplicas. 
 
En estos ensayos observamos una diferencia en el desarrollo de la parte aérea de las plantas 
entre los dos tratamientos. En este caso el efecto de la bacteria parecería beneficioso, 
observándose un contenido de P mayor en hojas y un peso seco de vástago mayor cuando las 
plantas fueron inoculadas. 
Dado que en los ensayos realizados, las plantas tuvieron un desarrollo de un mes, no pudimos 
determinar si hubo diferencias en el desarrollo radicular de las plantas, debido a la complejidad 
del análisis de raíces en esas condiciones. Sería interesante poder analizar el desarrollo de las 
raíces en plantas de trigo con un tiempo de crecimiento prolongado, dado que a plazos cortos 
no se observaron diferencias en el desarrollo de las raíces en trigo (Fig. 1.32 BCDE), pero se 
comprobó que P. extremaustralis tiene efecto en el desarrollo de raíces de Arabidopsis (Fig. 
1.30).  
Los resultados de los experimentos en tubo y en maceta indican que hay diferencias en el 
sistema utilizado cuando intentamos detectar el efecto de un microorganismo en el desarrollo 
de una planta. Los sistemas que no permiten el desarrollo de planta por confinamiento, como 
es el tubo de ensayo, restringen el tiempo en que el cultivo puede ser mantenido en 
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condiciones adecuadas, lo que puede ocasionar que no se detecten efectos sutiles que algunas 
bacterias sobre las plantas. La detección del efecto promotor del crecimiento vegetal por parte 
de un microorganismo, depende de las condiciones en las cuales se realice el ensayo. Por 
ejemplo, esto ocurre en bacterias en las que su actividad promotora se debe al biocontrol o en 
aquellas en las se debe a la biofertilización, en las cuales, si hay cantidades suficientes de 
nutrientes o si no se encuentran patógenos en el suelo, las bacterias no promueven el 
crecimiento de las plantas, al menos por estos mecanismos. 
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DISCUSIÓN 

Análisis de bacterias aisladas de suelos con distintos regímenes hídricos y de 
P. extremaustralis como potenciales promotores del crecimiento vegetal. 

 

La primera parte de esta tesis se centró en la búsqueda de bacterias que tuvieran la capacidad 

de promover el desarrollo vegetal con el objetivo de evaluar características de interés para su 

potencial utilización como inoculantes para la mejora de cultivos de interés agronómico. La 

primera aproximación fue realizar aislamientos de bacterias de distintos tipos de suelo y 

determinar sus actividades como PGPR, utilizando técnicas de microbiología tradicional. Se 

detectó la capacidad de solubilización de fosfato inorgánico en 19 de los aislamientos 

testeados. Las cepas IIM-Man 4 e IIM-Man 5, al igual que P. extremaustralis, mostraron alta  

actividad de solubilización de fosfato según la clasificación de Meyer et al., (2011), que 

considera 4 categorías: 1, actividad muy baja entre 0,0 a 4,4 mm; 2, baja actividad entre 4,5 a 

5,4 mm; 3, actividad media entre 5,5 a 6,4 mm y 4, actividad alta entre 6,5 a 7,5 mm que se 

definen en base a la diferencia entre el diámetro del halo de solubilización en placa y el 

diámetro de la colonia. Las 3 cepas estudiadas se ubicaron en la categoría 4. La producción de 

AIA se observó en un total de 22 cepas, se cuantificó para 12 de estos con valores 

comprendidos entre los 3 µg/ml y 60 µg/ml de AIA. Ninguno de los aislamientos testeados fue 

capaz de fijar nitrógeno en la prueba de crecimiento en medio JNFb.  

Se seleccionaron 4 cepas que fueron probadas en cultivos con plantas de maíz en sistema 

axénico autotrófico. Los resultados obtenidos pusieron en evidencia la influencia de las 

bacterias seleccionadas en el desarrollo de las plantas. Los ensayos realizados inoculando 

raíces de las plantas maíz en un sistema axénico autotrófico con cepas puras de distintos 

aislamientos, mostraron resultados prometedores en cuanto a la capacidad de promover el 

crecimiento de plantas de maíz para los aislamientos IIM-Man 4 e IIA-Man30. Estos 

aislamientos deben ser analizados en condiciones más rigurosas (en suelo por ejemplo) para 

comprobar si mantienen sus características como promotoras del crecimiento vegetal. 
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Los ensayos para hallar bacterias que mostraran su funcionalidad como PGPR en suelos con 

distintos regímenes hídricos, presentados en la primera parte de esta Tesis Doctoral, se 

realizaron en el marco de un proyecto FONARSEC en el que participó la empresa Rizobacter 

Argentina S.A. A partir de estos ensayos, se encontraron cepas prometedoras en cuanto a su 

potencialidad como PGPR, que podrían ser probadas a campo para su aplicación. Sin embargo, 

desde el punto de vista del conocimiento básico, es necesario continuar con la identificación 

de los aislamientos y con un análisis de los genes responsables de las diferentes funciones para 

entender los mecanismos y las condiciones que llevan a su mejor desempeño como PGPR.  

La segunda aproximación consistió en el estudio de características PGPR en P. extremaustralis, 

una bacteria estudiada en nuestro laboratorio, utilizando herramientas genómicas, genéticas 

y de microbiología tradicional. También se analizó la capacidad de interacción de esta bacteria 

con plantas y el efecto de esta interacción. Esta cepa muestra cercanía filogenética con 

Pseudomonas relacionadas a la promoción del crecimiento vegetal, tiene capacidad de tolerar 

diferentes tipos de estrés y produce PHB; además el conocimiento de su genoma permite un 

abordaje más global. 

Mediante análisis bioinformáticos de la secuencia del genoma de P. extremaustralis se 

detectaron genes potencialmente involucrados en la solubilización de fosfato, por liberación  

de ácidos orgánicos, fitasas, producción de AIA y se probó que esta bacteria es capaz de realizar 

estas funciones. Además se detectaron genes que codifican la enzima 1-aminociclopropano-1-

carboxilato (ACC) deaminasa. La importancia de la enzima ACC deaminasa en la promoción de 

crecimiento vegetal se relaciona con la síntesis de etileno. Muchas plantas requieren etileno 

para la germinación, pero también es una hormona que tienen funciones relacionadas al 

desarrollo de la planta en situaciones de estrés frenando el desarrollo radicular en estas 

situaciones. El etileno es sintetizado a partir del precursor ácido 1-aminociclopropano-1-

carboxílico (ACC) durante el estrés biótico y abiótico. La enzima ACC deaminasa puede escindir 

el precursor del etileno, disminuyendo la concentración de este,  resultando en el desarrollo 

de raíces más largas, por lo cual es considerada una característica beneficiosa para el 

crecimiento vegetal (Glick 2005; Hayat et al. 2010). También se detectaron genes que podrían 

estar involucrados en la resistencia al ácido fusárico. Este compuesto es una toxina producida 
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por hongos de los géneros Fusarium y  Gibberella que altera la permeabilidad de la membrana 

plasmática afectando considerablemente la salud de las plantas (Hu et al., 2012). Los  genes 

hallados en P. extremaustralis,  codifican componentes de una bomba de eflujo y han sido 

descriptos en otras bacterias como involucrados en la resistencia al ácido fusárico (Hu et al., 

2012). Recientemente, ha sido demostrado que la producción de sideróforos incrementa la 

resistencia al ácido fusárico en P. protegens Pf-5 (Ruiz et al., 2015). P. extremaustralis posee 

ambos mecanismos que podrían contribuir a la resistencia a este compuesto.  

Además, se analizó la presencia de genes relacionados al balance osmótico, que pueden ser 

relevantes para la supervivencia en condiciones de baja actividad de agua como ambientes 

áridos o fríos. La existencia de múltiples copias de algunos de ellos podría ser importante en la 

adaptación de esta bacteria a estrés osmótico en su ambiente natural debido al papel de la 

betaina, prolina y trehalosa en  la estabilización de proteínas en el proceso de congelamiento 

y descongelamiento repetitivo (Prestrelski et al. 1993). Además, la presencia del gen gsmT 

permitiría la acumulación de sarcosina, un osmolito presente en Archaeas halófilas, que junto 

con la redundancia observada en el sistema de bombeo de potasio dependiente de ATP 

kdpFACBDE, pueden resultar importantes en la adaptación al estrés osmótico. Dado que el 

balance osmótico en ambientes cambiantes es de suma importancia para los 

microorganismos, proponemos que P. extremaustralis puede ser un buen modelo de estudio 

en suelos sometidos a estrés osmótico gracias a la batería de genes hallados relacionados con 

esta característica. 

La mayoría de los genes identificados mostraron alta similitud con las secuencias homólogas 

pertenecientes a P. protegens Pf-5, una conocida PGPR. Además se encontraron algunos que 

no están presentes en esta bacteria lo que pone en evidencia algunas diferencias entre las dos 

especies. 

Como ya se mencionó, P. extremaustralis 14-3b fue aislada de una muestra de agua 

procedente de una charca temporaria de la Antártida. La presencia de  características 

relacionadas con la promoción del crecimiento vegetal en su genoma parecerían raras a 

primera vista, considerando el ambiente del que procede. Sin embargo, la zona donde se 

realizó el aislamiento, Punta Cierva, una zona de interés científico localizada en la costa Danco 
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en el lado oeste de la Península Antártica a  64°09 S y 60°57 W, cerca de la base denominada 

Primavera (Ayub et al., 2004), posee algunas particularidades. Se caracteriza por un microclima 

benévolo, considerando la latitud, en comparación con otras regiones más septentrionales del 

continente Antártico, con temperatura media mensual que oscila entre 1,8 ° C y 2,2 ° C 

(Quintana 2001). La vegetación está bien desarrollada, con una cubierta continua durante el 

verano, cuando ocurre el deshielo, de musgos, gramíneas y líquenes, reportándose también la 

presencia de muchas especies de aves que habitan esta área (Quintana et al. 2000). Las 

características geomorfológicas y las condiciones climáticas y las biológicas proveen muchos 

microambientes. Estos datos sugieren que P. extremaustralis también podría estar en contacto 

con vegetación en ese ambiente. Además, un trabajo que analiza la presencia de organismos 

productores de PHA asociados a plantas en diferentes regiones de Alemania reporta la 

presencia de P. extremaustralis asociada a la rizosfera de canola (Gasser et al. 2009), lo que 

apoya que esta especie pueda tener características funcionales como PGPR y para interactuar 

con vegetales. 

Para comprobar la interacción con plantas se realizaron distintos ensayos. La quimiotaxis es 

una característica relevante en la relación planta-bacterias. Se pudo determinar que P. 

extremaustralis es atraída por exudados radiculares de plantas de trigo y que respondió de 

manera diferente a P. protegens Pf-5. La respuesta de P. extremaustralis al agregado de 

exudados radiculares fue inmediata. Sería interesante determinar qué mecanismos actúan en 

el reconocimiento, por parte de la bacteria, de los compuestos presentes en los exudados, que 

se encuentran activos en la bacteria en ausencia de la planta, y los mecanismos por los cuales 

las bacterias mantienen el contacto con las raíces luego de este acercamiento inicial. Esta 

reportado que la movilidad bacteriana es fundamental en el proceso de atracción a la raíz y la 

colonización radicular (Weert et al. 2002; Vande Broek et al. 1998). Estas diferencias podrían 

ser atribuidas a diferencias en los sistemas de movilidad. En la mayoría de los genomas de las 

Pseudomonas disponibles al presente, los genes para la síntesis de flagelos polares están 

distribuidos en tres grupos (Redondo-Nieto et al. 2013). P. extremaustralis posee además otro 

cluster que posee 40 marcos abiertos de lectura que codifican un sistema de flagelos completo, 

este grupo de genes no es habitual en Pseudomonas del grupo Fluorescens y ha sido descripto 
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en P. fluorescens F113, bacteria que se caracteriza por su alta competencia en la rizósfera y en 

la que se ha propuesto que esta capacidad de competencia está relacionada a su alta movilidad 

(Redondo-Nieto et al. 2013).  

Otra diferencia entre las cepas comparadas se da justamente en los sistemas de quimiotaxis. 

P. extremaustralis posee los sistemas quimiotácticos completos que codifican las proteínas 

Che2 y Che3, que se están ausentes en P. protegens Pf-5. Las diferencias en estos sistemas 

(movilidad y quimiotaxis) podrían estar relacionadas con el comportamiento diferente hacia 

los exudados radiculares. 

La quimiotaxis positiva hacia la raíz de la planta es el primer paso en el proceso de colonización, 

pero para lograr una infección exitosa es fundamental que se establezcan interacciones 

estables entre los organismos. La interacción íntima entre las bacterias del suelo y las raíces 

de las plantas favorece el efecto de cualquier compuesto que liberen tanto las bacterias como 

las plantas sobre el otro organismo y es de suma importancia en los procesos tanto de 

simbiosis positiva, como en los casos de patogenicidad. Esta  interacción estable entre 

bacterias y plantas puede observarse como la formación de colonias en la superficie radicular, 

el establecimiento en los espacios periplasmáticos e intercelulares, la formación de nódulos, 

etc. Las raíces de las plantas pueden dividirse en tres zonas con diferentes actividades y 

diferente desarrollo celular: tip radicular, zona de elongación y zona de maduración, en la que 

se desarrollan los pelos radiculares y las raíces laterales (Verbon y Liberman 2016). Se ha visto 

que uno de los aspectos de importancia en la interacción planta-bacteria es la forma en que 

éstas colonizan las diferentes partes de la planta. Las bacterias pueden adherirse para su 

crecimiento a casi en cualquier superficie, incluyendo las diferentes partes de las plantas. 

Cuando las interacciones son específicas el patrón de colonización es bien determinado, tanto 

en estructura (biofilm, microcolonias, monocapa, etc.) como en localización. Por ejemplo, el 

patógeno Ralstonia solanacearum ingresa dentro de las células de las hojas de tomate y forma 

estructuras similares a biofilms en los espacios intracelulares (Mori et al. 2016). La zona donde 

se localizan las bacterias cambia entre distintas especies, Kluyvera ascorbata coloniza los dos 

tercios superiores de la raíz de canola (Ma et al. 2001) y no se encuentran bacterias en el tip 

radicular. Incluso una misma bacteria puede colonizar diferentes partes de la raíz cuando 
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interactúa con plantas diferentes, tal es el caso reportado por Fan y colaboradores, quienes 

demostraron que la localización de Bacillus amyloliquefaciens sobre la raíz depende de la 

especie de planta con la que interactúa (Fan et al. 2011). El patrón de colonización no 

determina qué tipo de interacción tendrá la bacteria con la planta, en el sentido de si será 

beneficiosa, perjudicial o neutra, dado que hay múltiples reportes de bacterias patógenas que 

presentan el mismo patrón de colonización que bacterias PGPR (Danhorn y Fuqua 2007; 

Mansfield et al. 2012). Sin embargo, en algunos casos tanto donde y de qué manera se ubica 

la bacteria en la planta determinará el efecto que ésta pueda tener en la misma.  Un ejemplo 

de esto es la capacidad de formar biofilm, en Bacillus subtilis que es de suma importancia en 

la determinación de  su actividad PGPR (Chen et al. 2013).  

En este trabajo se trató de determinar el tipo de interacción que tiene P. extremaustralis con 

diferentes plantas. Se comprobó la colonización de raíz en plantas de trigo, maíz y Arabidopsis 

en diferentes condiciones de cultivo. Se observó que P. extremaustralis es capaz de adherirse 

a raíces de trigo con un patrón de colonización similar al encontrado en P. protegens Pf-5 y 

otras conocidas promotoras del crecimiento vegetal y que forma agregados en la zona de 

maduración de la raíz, donde ocurre el crecimiento de raíces laterales y formación de pelos 

radiculares. También se observó que su patrón de colonización era diferente cuando las 

plantas de trigo eran cultivadas en medio de cultivo rico o deficiente en fósforo. Estas 

diferencias no parecen estar asociadas a diferencias en el número de bacterias dado que los 

valores de recuentos en placa  y  de células fluorescentes al microscopio fueron similares. Por 

microscopía confocal, se pudo determinar que las microcolonias estaban localizadas 

principalmente en la zona de maduración de la raíz primaria y laterales. Se observó que se 

encuentra en la zona de pelos radiculares, solo en la superficie radicular. No se observó 

colonización de los espacios intercelulares ni periplásmicos y sólo se detectó el ingreso de 

bacterias dentro de los cuerpos celulares en células de la corteza que se encontraban dañadas. 

Durante los ensayos para determinar el patrón de colonización se observó que la morfología 

de las raíces de las plantas inoculadas con P. extremaustralis, las inoculas con P. protegens Pf-

5 y las plantas control, sin inoculación bacteriana, presentaban algunas diferencias 

morfológicas. Estas observaciones, que resultaron interesantes, nos impulsaron a hacer un 
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análisis más detallado de esto para lo cual se estableció una colaboración con el grupo 

encabezado por el Dr. José Estevez del Instituto Leloir, que se encuentra en marcha. Se 

comenzaron ensayos de desarrollo radicular en Arabidopsis thaliana en co-cultivo con P. 

extremaustralis, en los que se observó  un acortamiento de la raíz principal  y un aumento en 

la densidad de pelos radiculares cuando las plantas fueron inoculadas con P. extremaustralis, 

además de menor desarrollo de raíces laterales. Se pudo visualizar un patrón de desarrollo 

diferente al de las plantas control y la presencia de raíces más gruesas y blancas en las plantas 

inoculadas. Luego de 10 días de cultivo las plantas tratadas presentaban un aspecto general 

similar al de las plantas control. Cambios similares en la morfología de la raíz se han reportado 

en especies del género Azospirillum y Pseudomonas, con algunas diferencias principalmente a 

nivel de desarrollo de raíces laterales (Zamioudis et al. 2013; Cassán et al. 2014). El patrón de 

acortamiento de la raíz principal y el mayor desarrollo y densidad de pelos radiculares se ha 

observado luego de la inoculación de maíz con Azospirillum brasilense, que promueve el 

desarrollo de pelos radiculares aumentando la superficie de absorción de la raíz (Fallik et al. 

1994). Los cambios en la morfología de la raíz en estos trabajos se asociaron principalmente a 

la síntesis de la hormona AIA (Spaepen et al. 2008). Los efectos observados en la morfología 

de la raíz por la producción de AIA por parte de las bacterias son variados y dependen de la 

dosis y el tipo de inoculación. La cuantificación de  la producción de AIA dio buenos resultados 

para las cepas P. extremaustralis y P. protegens Pf-5. Los valores obtenidos fueron 18,5 µg/ml 

y 8,2 µg/ml respectivamente, la producción de AIA fue mayor en P. extremaustralis tanto a 

28°C como a 8°C. Ambas especies poseen las vías de síntesis denominadas IAM y IAN (Cassán 

et al. 2014). Es de gran interés determinar si la alta producción de compuestos con grupo indol 

derivados de triptófano producidos por P. extremaustralis es responsable de los cambios en el 

desarrollo de la raíz observados en Arabidopsis thaliana. Para esto se propone continuar con 

ensayos de desarrollo radicular, construyendo alguna mutante en la síntesis de esta hormona, 

aprovechando las ventajas de conocer su genoma y cuáles son los genes probablemente 

involucrados en la síntesis de este compuesto, descriptos en este trabajo. 

Dado que la síntesis de sideróforos es de relevancia en la promoción de crecimiento vegetal, 

un aspecto que se analizó en profundidad fue la síntesis de pioverdina. Se realizó la búsqueda 
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Pseudomonas. Se ha observado que mutantes anr de P. aeruginosa presentan una expresión 

alterada de los genes de incorporación de hierro, aumentando entre 2 y 5 veces la expresión 

de genes relacionados a la síntesis de PVD, como pvdA, pvdN, pvdM, y pvdS (Hammond et al. 

2015)y disminuyendo la síntesis de transportadores de PVD involucrados en el ingreso de PVD 

a la célula, en coincidencia con lo hallado en este trabajo. Estos resultados también son 

coincidentes con resultados de transcriptómica en condiciones de microaerobiosis de P. 

extremaustralis mediante la técnica de RNA-seq de nuestro laboratorio que muestran que el 

gen pvdA (locus_tag: PE143B_0117850) se encuentra reprimido en microaerobiosis (Tribelli, 

resultados no publicados). 

La solubilización de fósforo es uno de los mecanismos más importantes por el cual las 

Pseudomonas del grupo de las Fluorescentes pueden favorecer el desarrollo de las plantas. P. 

extremaustralis es una especie naturalmente resistente a condiciones extremas como son las 

bajas y altas temperaturas y el estrés oxidativo (Ayub et al. 2004; Ayub et al. 2009). Por este 

motivo, se analizó la solubilización de fósforo en condiciones de estrés por frio para evaluar su 

potencial para ser aplicada en suelos con esas características. Se probó que es capaz de 

solubilizar fósforo orgánico (fitato de sodio) e inorgánico (fosfato tricálcico) manteniendo la 

capacidad solubilizadora a diferentes temperaturas. La comparación con P. protegens Pf-5 

mostró diferencias en la solubilización de fosfato de calcio y mineralización de fitato cuando 

fueron cultivadas en frio, siendo mayor la capacidad solubilizadora y mineralizadora de fósforo 

de P. extremaustralisa 8°C, aunque ambas mostraron buen crecimiento en esas condiciones. 

Esto podría estar relacionado con el hecho de que P. extremaustralis, por proceder de un 

ambiente frio, posee su fisiología mejor adaptada a esas condiciones, dado que en 

comparación con P. protegensPf-5 posee una batería más completa de proteínas relacionadas 

con la adaptación al frio (Csp, Cap, y 3 ORF con dominios de adaptación al frío) y un menor 

tiempo de retardo cuando es cultivada en frio (Raiger Iustman et al. 2015). Esto también está 

apoyado por los resultados del estudio del transcriptoma en condiciones de baja temperatura 

en P. extremaustralis que permitieron la identificación de nuevos componentes involucrados 

en los mecanismos de adaptación al frío en esta bacteria, tal como el papel de la oxidación del 

etanol para el crecimiento en esas condiciones (Tribelli et al. 2015). 
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Se analizó también la influencia de la síntesis de PHB, uno de los compuestos producidos más 

destacables de esta bacteria, en relación a la solubilización de fósforo. Se observó que una 

cepa mutante para la síntesis de este polímero (mutante en phbC) solubiliza mayor cantidad 

de fosfato tricálcico que la cepa salvaje. Por otro lado, la cepa salvaje cuando es previamente 

cultivada en medio de acumulación del polímero (con alta relación C/N y con octanoato de 

sodio como fuente de carbono) es capaz de solubilizar mayor cantidad de fósforo que cuando 

es precultivada en el mismo medio sin octanoato, ambos resultados hacen pensar que un 

exceso de carbono que no es destinado a la síntesis de PHB favorecería la solubilización, 

pudiéndose redigir el carbono a la síntesis de ácidos. 

Los mecanismos implicados en la solubilización de fósforo inorgánico involucran la disminución 

del pH del medio por la liberación de ácidos orgánicos (Miller et al. 2010). P. extremaustralis y 

P. protegens Pf-5 mostraron diferencias en la producción de ácidos orgánicos liberados al 

medio. No se encontraron diferencias en la naturaleza de los ácidos liberados al medio 

extracelular entre las diferentes condiciones de cultivo para ninguna de las cepas pero sí se 

vieron afectadas las concentraciones de cada uno, que en todos los casos fue menor a 8°C. Si 

bien hubo diferencias en la concentración y tipos de ácidos entre las especies bacterianas esto 

no redundó en una diferencia en el pH del medio, el cual alcanzó valores entre  3,5  y 4 a 28°C 

y entre 5 y 5,5 a 8°C luego de 72 h de cultivo. Tampoco se observó diferencia en la capacidad 

solubilizadora de fósforo en ninguna condición en medio líquido, a diferencia de lo ocurrido en 

medio sólido, ambas solubilizaron cantidades similares de fósforo a las dos temperaturas 

analizadas. La capacidad solubilizadora de P. extremaustralis resultó diferente en medio 

líquido y en medio sólido, en medio solido mantiene la capacidad solubilizadora cuando es 

cultivada a 8°C a diferencia de los cultivos en medio liquido donde se ve disminuida.  Para 

determinar si la diferencia en la solubilización depende del modo de crecimiento planctónico 

vs biofilm se realizaron cultivos en placa multiwell hasta el desarrollo de biofilm. Sin embargo, 

los resultados mostraron el mismo patrón de ácidos observado en los cultivos en medio líquido 

en Erlenmeyers, sin diferencias en la solubilización de fosfato tricálcico tanto a 8 y a 28°C. 

Con el objetivo de determinar si P.extremaustralis era capaz de solubilizar fosfato en 

condiciones más similares al ambiente natural, como por ejemplo unida a las raíces de las 
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plantas, se realizaron estudios en presencia de planta y bacteria con distintas características. 

Los experimentos con plantas utilizando medios de cultivo pobres en fósforo soluble no 

mostraron un efecto beneficioso de P. extremaustralis en el crecimiento y desarrollo de las 

plantas. Estos ensayos se realizaron en condiciones controladas en la cuales las plantas se 

cosecharon a los 10 días de sembradas, tiempo de desarrollo corto, en los cuales la nutrición 

de la planta es en gran medida aportada por las reservas de la semilla. Por este motivo, el 

tiempo de cultivo en estos experimentos puede haber sido insuficiente para observar 

diferencias entre el tratamiento con la bacteria y las plantas control, sin inoculo.  Para poder 

observar la interacción en un período de tiempo mayor, que permitiera el mejor desarrollo de 

las plantas, se realizaron experimentos controlados en macetas, utilizando como sustrato 

tierra tindalizada perlita 1:1, durante 30 días y con un número mayor de réplicas por 

tratamiento (18 plantas). En este caso el crecimiento de las plantas mostró resultados 

interesantes, observándose diferencias en el peso seco del vástago entre el tratamiento con 

P. extremaustralis y el control sin inoculo, y la concentración de fósforo total en la planta. En 

conjunto, los resultados muestran que P. extremaustralis es capaz de interactuar con las 

plantas evidenciando efectos sobre las mismas. Estos resultados son sumamente interesantes 

para seguir investigando la interacción de esta bacteria con distintos tipos de plantas, a fin de 

determinar los mecanismos por los cuales modifica el desarrollo radicular. Asimismo, sería 

interesante analizar la capacidad promotora del crecimiento de plantas de trigo en condiciones 

más rigurosas en presencia de los microorganismos nativos del suelo, haciendo uso de la 

capacidad de esta bacteria de afrontar diferentes condiciones de humedad del suelo y 

diferentes temperaturas.  
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Capítulo 2: Influencia de plantas GM sobre las comunidades 
bacterianas del suelo. 

 

 

Introducción: 
 
 
Durante la primera parte de esta tesis se estudió el efecto de las bacterias sobre el 
crecimiento de las plantas y en particular nos planteamos que ocurriría con esas 
capacidades en situaciones de estrés. Se hizo referencia a la liberación de compuestos ricos 
en carbono por las raíces de las plantas (rizodepositos) y como estos son de gran 
importancia en la interacción de la plantas con las bacterias del suelo, haciendo énfasis en 
las maneras en que estas interacciones pueden afectar la salud de las plantas, mejorando 
la incorporación de nutrientes, estimulando el crecimiento por la síntesis de hormonas e 
incluso aliviando los síntomas de estrés abiótico.  
Se destacó la importancia de las bacterias sobre la salud de las plantas, principalmente 
haciendo hincapié en la utilización de inoculantes bacterianos para el aumento de la 
productividad de cultivos de interés agronómico. De alguna manera, se planteó  la 
interacción planta-bacteria desde la bacteria hacia la planta.  
En esta parte de la tesis se enfocará esta temática en la dirección contraria, se estudiará la 
influencia de las plantas sometidas a estrés sobre la comunidad de bacterias asociadas a 
ellas. Para esto se analizará el impacto de diferentes genotipos de plantas de maíz (Zea 
mays) en la composición de las comunidades bacterianas del suelo en diferentes 
condiciones de humedad. 
Estudiar la interacción planta-bacteria en ambas direcciones es necesario porque se debe 
conocer la composición, ecología, dinámica y actividad de las comunidades microbianas del 
suelo, si queremos utilizar los microorganismos como una herramienta para el desarrollo 
de una agricultura sostenible.  
El empleo de plantas GM y sus líneas parentales para el estudio de interacciones a nivel de 
comunidades es una buena aproximación ya que se reducen las variables genéticas, se 
simplifican las diferencias entre las líneas a estudiar a un solo gen. Reducir las variables en 
el estudio de la interacción de un organismo con la microbiota asociada es de gran ayuda 
en el análisis de procesos multifactoriales complejos.  
Además de las posibilidades que brinda el estudio de plantas GM en comparación con sus 
líneas parentales, es necesario comprender los efectos que puede tener la incorporación 
de nuevas tecnologías en la producción de alimentos. Particularmente en este aspecto es 
necesario realizar un estudio global de los cambios que puede producir la introducción de 
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un nuevo evento de transgénesis, desde los cambios en los microorganismos del suelo, el 
efecto en los demás cultivos hasta en los cambios socioculturales y económicos que pueden 
llegar a tener. Los cambios en los sistemas de producción de alimentos tienen efectos en 
todos los aspectos sociales.  
Las plantas pueden impactar directa o indirectamente  en las funciones y diversidad de las 
comunidades microbianas del suelo. Los microorganismos juegan un papel fundamental en 
el ambiente debido a que son parte fundamental de procesos tales como la degradación 
de materia orgánica, intervienen en los ciclos biogeoquímicos de los elementos, mantienen 
la calidad ambiental y fertilidad del suelo. 
La estructura, riqueza y diversidad de la microbiota del suelo depende de las condiciones 
físico químicas como, la humedad, el pH, las disponibilidad de fuentes de carbono, y 
concentración de diferentes nutrientes. Los estudios desarrollados durante los últimos 
años sobre la estructura de comunidades de hongos y bacterias del suelo también han 
demostrado que las diferentes especies de plantas pueden influenciar fuertemente la 
composición y actividad de la microbiota de la rizosfera, modelando las comunidades 
bacterianas de manera característica especie-especifica (Philippot et al. 2013). Esto se debe 
a que las plantas pueden modificar los factores fisicoquímicos mencionados en el suelo 
cercano a las raíces. Estos cambios asociados a la presencia de diferentes especies 
vegetales se pueden explicar por las diferencias en la morfología de las raíces,  la 
composición de los rizodepositos y material vegetal en descomposición, los cuales 
contribuyen fuertemente en el desarrollo de los microorganismos del suelo. También  se 
sabe que los microorganismos de la rizosfera pueden ser afectados diferencialmente por el 
genotipo de las plantas. La comparación de la microbiota de  diferentes variedades de maíz, 
en 5 suelos a través de la secuenciación de amplicones del gen 16S rRNA, mostró que un 
alto porcentaje de la variación en la diversidad microbiana se debía a la variedad de planta 
utilizada, concluyendo que distintos genotipos de la misma especie muestran diferencias 
en las bacterias de la rizosfera y estas diferencias se mantienen en diferentes suelos 
(Lundberg et al. 2013).   
Los trabajos realizados sobre metabolitos específicos  liberados en la rizosfera mostraron 
que pueden desencadenar múltiples respuestas en diferentes microorganismos del suelo  
(Berendsen et al. 2012). Por ejemplo, los flavonoides pueden atraer no solo simbiontes 
como Bradyrhizobium japonicum, sino también patógenos, además pueden estimular la 
germinación de esporas y desarrollo de hifas de hongos del suelo, mostrando una conexión 
entre los diferentes genotipos y como podrían modelar la microbiota asociada a sus raíces 
y por lo tanto los procesos que se dan en el suelo (Sessitsch et al. 2002).  
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Independientemente de que tipo de métrica sea, el objetivo de todas ellas es, en última 
instancia, construir matrices de distancias donde se comparan todas las muestras entre sí 
en función de la composición de especies. 
Para que los valores de los índices de diversidad alfa  y beta 
sean  comparables  entre  muestras,  es  necesario  que  el  esfuerzo  de  muestreo  haya   
sido similar y normalmente se recurre a un procedimiento denominado rarefacción, 
utilizado para estandarizar tamaño  de muestra desigual, que se basa en el submuestreo al 
azar de la muestra.  
Los datos de secuenciación de amplicones del gen del 16S rRNA permiten entonces utilizar 
estimadores ecológicos para cuantificar la diversidad y permiten hacer comparaciones 
sujetas a comprobación estadística entre la diversidad de distintos hábitats o la diversidad 
de un mismo hábitat. 
 Dado que se plantea que las plantas GM que llevan el factor de transcripción Hahb4 no 
liberan proteínas tóxicas al medio su principal efecto sobre la comunidad bacteriana estará 
dado por la diferencia en la respuesta de la planta frente al estrés. En base a esto, se postula 
la siguiente hipótesis. 
 
Hipótesis de trabajo: 
 
Se hallará mayor similitud en las comunidades bacterianas asociadas a la rizosfera de 
plantas Hahb4 que en las asociadas a la rizosfera de plantas salvajes en la comparación 
entre sequía y buena irrigación. 
 
En base a esto se planteó el siguiente objetivo específico: 
 
Objetivo específico:  
 
3.- Análisis de la diversidad de las comunidades bacterianas asociadas a la rizosfera de 
plantas de maíz genéticamente modificadas resistentes a la sequía, a través de la tecnología 
de secuenciación de amplicones. 
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Capacidad de campo de los suelos utilizados: 
 
La capacidad de retención de agua de cada suelo se determinó colocando 100 g de suelo  en 
estufa  a 70°C hasta peso constante  y luego se colocaron 50 g en bureta de 500 ml de capacidad 
en la que  se colocó viruta de acero en el extremo inferior  impedir la pérdida de suelo pero 
permitir que el agua escurra libremente. Se fijó un recipiente en la parte inferior para 
recolectar el excedente de agua escurrido del sistema. Por último se agregaron 100 cm3 de 
agua destilada dentro de la probeta. Este sistema se mantuvo en oscuridad a temperatura 
ambiente durante 3 días. Luego de transcurrido este tiempo se realizó la medición de agua 
contenida en el recipiente de recolección. La capacidad de campo del suelo se determina 
realizando el cálculo de la diferencia en gramos de agua colocada y agua recolectada en el 
recipiente de recolección, dividido por los gramos de suelo colocados en la probeta y 
multiplicado por 100. De esta manera se obtiene un valor porcentual de cantidad de agua que 
es capaz de retener cada suelo, en gramos de agua/gramos de suelo. 
 
 
Ensayos en cámara de cultivo: 

 
Los ensayos con plantas GM se realizaron en cámara de cultivo con condiciones controladas 
de temperatura (25-30°C) e iluminación (16/8 h luz/oscuridad), con dos tratamientos de 
humedad de suelo: 30 a 50% de la capacidad de campo (déficit hídrico)  y 80 a 100% de la 
capacidad de campo (buena irrigación). Este régimen hídrico se comenzó a aplicar a partir de 
los 15 días luego de colocadas las plántulas en las macetas, para favorecer una buena 
implantación y desarrollo de las plantas durante la primera etapa de crecimiento. Hasta ese 
momento todas las macetas fueron mantenidas con una humedad de 100% de capacidad de 
campo.  
Para lograr  el nivel de humedad propuesto para cada tratamiento se tomaron muestras de 
tierra de cada maceta cada 3 días, estas se pesaron y secaron en horno microondas hasta peso 
constante, se calculó la cantidad de agua en cada muestra y se regó cada maceta con la 
cantidad de agua necesaria para lograr la humedad correspondiente. 
Cada tratamiento consto de 5 réplicas (5 macetas) con una única plántula, para cada variedad 
de semilla para cada uno de los tratamientos de irrigación En total se contó con 50 macetas 
para cada suelo. 
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ribosomal con los primers 27F y 519R. Se agregó al primer forward una secuencia de 
identificación (barcode) para la individualización posterior de cada muestra. 
 El protocolo de PCR para la amplificación  consistió en 28 ciclos utilizando la enzima HotStar 
Taq Plus Master Mix Kit (Qiagen USA) siguiendo el protocolo descripto a continuación: 94°C 
por 3 minutos, seguido de  28 ciclos de 94°C durante 30 segundos,  53°C durante 40 segundos 
y  1 minuto a 72°C, luego de lo cual se realizó una elongación final de 5 minutos a 72°C.Los 
productos de PCR se  verificaron en gel de agarosa 2% para determinar la correcta 
amplificación, se juntaron las muestras y prepararon las bibliotecas de DNA para la 
secuenciación. 
Las secuencias obtenidas fueron analizadas y filtradas por calidad removiendo secuencias 
menores a 150 pb o que presentaran ambigüedad en alguna base. Se eliminaron las secuencias 
quimeras y se construyeron tablas de OTUs (Operational Taxonomic Units) agrupando las 
secuencias por similitud, el nivel máximo de similitud al cual se agrupo fue 97% (divergencia 
del 3%), se realizaron agrupamientos con similitudes diferentes (Tabla 2.1) para construir 
tablas de OTUs a diferentes niveles taxonomicos. Utilizando la secuencia consenso de cada 
OTU para realizar la asignación taxonómica con BLASTn utilizando las bases de datos DPII, 
Green Gene y NCBI. 
 
 
Tabla 2.1: Grado de similitud con el cual se agruparon las secuencias para la construcción de las 
diferentes tablas de OTUs. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Análisis bioinformaticos: 
 
Los análisis se realizaron utilizando la plataforma QIIME y el paquete estadístico R. Se indican 
los programas utilizados y estadísticos aplicados en cada caso en el texto de resultados. 
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Resultados: 
 
 
 
Suelos 
 
El suelo de Rio Cuarto fue clasificado como: Mollisol suborden Udol, con textura arenoso 
arcilloso, contenido de nitrato: 28 mg/Kg; fosforo asimilable 17.1 mg/kg; materia orgánica 
1.7%; nitrógeno total: 0.07 mg/Kg; carbón: 1mg/Kg; pH: 5.6). La Capacidad de campo de 
este suelo fue de 49 ± 2 cm3 H2O/100 g de suelo 
Inés Indart: contenido de nitrato: 11.7 mg/Kg; fosforo asimilable 20.7 mg/kg; materia 
orgánica 3.75%; nitrógeno total: 0.187 mg/Kg; carbón0: 2.17mg/Kg; pH: 5.8) clasificado 
como húmedo según el índice de De Martonne. La capacidad de campo de este suelo fue 
de 54 ± 2 cm3 H2O/100 g de suelo. 
 
 
 
Crecimiento de las plantas 
 
El crecimiento de las plantas en las diferentes condiciones de cultivo se determinó 
midiendo el peso seco del vástago, como estimador de biomasa. Se llevó a cabo en primera 
instancia, el cultivo de las platas con el suelo obtenido de Rio Cuarto. En este experimento 
se registró, además del peso seco del vástago, el número de días hasta la senescencia de 
las plantas. Uno de los efectos reportados que tienen las plantas portadoras del gen Hahb-
4 es un retraso en la senescencia (Dezar et al., 2005). Para realizar esta medición se 
tomaron las muestras de suelo correspondientes al tiempo 60 días y se suspendió el riego 
para todas las plantas, se midieron los días que tardaron las plantas en alcanzar un estado 
de marchitez, los resultados de peso seco y senescencia para el suelo de Rio Cuarto se 
presentan en la Figura 2.2 A y B.  
Para el experimento utilizando el suelo de Inés Indart sólo se cuantificó el peso seco del 
vástago, Figura 2.2 C. Luego de las mediciones realizadas, las plantas se destruyeron por 
incineración de acuerdo al acuerdo de transferencia de material. 
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de la variable "línea de maíz". Los valores de la biomasa fueron estadísticamente diferentes 
entre las líneas al 100% de CC (p <0,05, Fig. 2.2B). Se registraron valores más altos para la 
línea 3H y los valores más bajos para las plantas de maíz 4H. Los valores de biomasa no 
variaron entre los tratamientos cuando las plantas se mantuvieron 30% de CC (Fig. 2.2B, 
igual letra mayúscula para todas las barras). 
Para el experimento de Inés Indart, sólo se contó con la planta 3H que expresa el Hahb4. 
Se observó que la biomasa de las plantas responde en primer medida al régimen hídrico al 
cual se sometieron, indicando que la diferencia de humedad entre las dos condiciones fue 
suficiente para generar estrés en las plantas (Fig. 2.2C). Las plantas que expresan Hahb-4 
(3H) no presentaron una mayor biomasa en sequía con respecto a las plantas control (Fig. 
2.2C). 
Si bien en las variables medidas la resistencia a estrés hídrico de las plantas Hahb-4 no fue 
claramente significativo, es probable que el efecto del gen se refleje en algún parámetro 
de su fisiología no cuantificado o en un tiempo de cultivo más prolongado. 
 
 
Secuenciación de amplicones del gen que codifica el 16S rRNA. 
 
 El DNA total extraído del suelo procedente de los experimentos realizados con la planta de 
maíz salvaje y con la planta GM 3H en las dos condiciones de riego para los suelos de Inés 
Indart y Río Cuarto fue secuenciado mediante secuenciación de alto rendimiento (Illumina 
MiSeq) utilizando los primers universales para bacterias 27F y 519R que amplifican las 
regiones V1-V3 del gen 16S rRNA. Se obtuvieron un total de 1.569.782 secuencias, que 
pasaron el estándar de calidad y pudieron ser clasificadas taxonómicamente, luego de la 
limpieza y filtrado de las secuencias, tal como se describió en materiales y métodos. Para 
la clasificación taxonómica, las secuencias previamente filtradas por calidad se agruparon 
(clusterizaron) con un nivel de similitud del 97 %, a cada uno de estos grupos de secuencias 
se le asignó un numero de OTU (OTU, del inglés Operational taxonomic unit, es la unidad 
taxonómica mínima utilizada). Como ya se mencionó, cada OTU está compuesto por un 
grupo de secuencias con similitud mayor o igual a 97%. La secuencia consenso de este 
grupo se utilizó para la clasificación taxonómica de cada OTU utilizando como referencia 
las bases de datos RDPII, NCBI y GreenGene. Luego de la clasificación taxonómica 
continuamos trabajando sólo con los OTUs que pudieron ser clasificados dentro del 
Dominio Bacteria, se eliminaron secuencias que no pudieron ser clasificadas o que fueron 
clasificadas en otro grupo taxonómico, por ejemplo cloroplastos, mitocondrias, hongos, 
etc. Luego de este procedimiento se confeccionó una tabla de OTUs, que contiene en las 
columnas cada una de las muestras y en las filas cada OTU, en la intersección se ubica el 
número de lecturas correspondientes a cada OTU en cada muestra. A continuación se 
eliminaron de esta tabla los OTUs que sólo tenían una lectura en una sola muestra 
(singletones) para disminuir las secuencias poco representativas. Luego de este 
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procesamiento de las secuencias y clasificación de OTUs se obtuvo la tabla de OTUs 
depurada con la cual se realizaron todos los análisis de comunidades bacterianas que 
trataremos en este capítulo. 
 Se resumen los datos más relevantes de la tabla de OTUs (Tabla 2.2) para el conjunto de 
las muestras de Rio Cuarto e Inés Indart.  

 
 
Tabla 2.2: Resumen de los datos más relevantes de la secuenciación luego del procesamiento de 
las lecturas y clasificación taxonómica. Core OTUs: OTUs presentes en todas las muestras de un 
suelo 

 
 
A partir de las tablas obtenidas se calcularon las curvas de rarefacción para cada muestra, 
estas curvas se realizan con el fin de determinar si el esfuerzo de muestreo fue suficiente 
(Gotelli y Colwell, 2001) y si es adecuado describir a la comunidad de bacterias de cada 
suelo a partir de las secuencias obtenidas. Las curvas de rarefacción se calculan realizando 
un sub-muestreo del total de secuencias de cada muestra, con intervalos crecientes de 
5000 secuencias al azar, se grafica el número total de OTUs encontrados en cada sub-
muestreo en función del tamaño de este. Si la secuenciación fue suficientemente profunda 
se observará que hay una disminución en el incremento del número de OTUs al 
incrementar el tamaño del sub-muestreo. El resultado de este análisis se muestra en la 
Figura 2.3,  como el promedio de todas las muestras para los suelos de Río Cuarto (12 
muestras) e Inés Indart (12 muestras) donde se observa esta tendencia. Las curvas de 
rarefacción son utilizadas para el cálculo de índices de diversidad, dado que es necesario 
estandarizar los valores para un número desigual de lecturas entre muestras.  
 
 
 
 
 
 
 

 Número de 
lecturas 

Número 
mínimo de 
lecturas en 
una muestra 

Número 
máximo de 
lecturas en una 
muestra 

Número 
OTUs 
totales 

Core 
OTUs 

% de OTU 
más 
abundante 

Géneros 
totales (sin 
singletones) 

% Género 
más 
abundante 

Río Cuarto 
(12 

muestras) 
790.058 58.921 81.280 15.439 2.900 1,5 669 20 ± 2 

Inés Indart 
(12 

muestras) 
779.724 50397 91969 13.118 2.098 2,03 722 14± 2 
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Curva de rarefacción: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.3: Curvas de rarefacción para ambos suelos (n=12). Las barras de error representan el 
desvío estándar de 12 muestras. 
 
 
Biodiversidad 
 
Luego del análisis de los parámetros cualitativos de la secuenciación se comenzó con el 
análisis de los parámetros cuantitativos para analizar la diversidad de la comunidad 
bacteriana. Para esto se utilizaron las tablas de OTUs generadas a  distintos niveles 
taxonómicos según el criterio estipulado en la Tabla 2.1 de materiales y métodos.  
La definición de biodiversidad involucra el conocimiento de las especies presentes en una 
determinada región. Tiene dos componentes: la riqueza específica que es el  número de 
especies que tiene un ecosistema y la equitabilidad que mide la distribución de la 
abundancia de las especies, es decir, cuan uniforme es esa comunidad. En base a las 
distintas formas que existen para estimar estos componentes se definen distintos índices 
ecológicos que tratan de reflejar la influencia de cada uno de estos componentes. 
 
Cálculo de índices ecológicos para el estudio de la diversidad Alfa. 
 
Los índices de diversidad se calculan como el promedio de diversidad en un conjunto de 
sub-muestreos, dentro de una misma muestra realizado para estandarizar el número 
desigual de lecturas. El índice de Chao (Chao, 1984) estima el número total de especies 
presentes en una comunidad a partir de un muestreo (en el caso de secuencias se utiliza el 
número de  OTUs) y da idea de la riqueza de cada muestra de manera directa, indica 
cuantas especies hay. También se calcularon los índices de diversidad de Simpson y 
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Shannon. Estos tienen en cuenta la riqueza y la abundancia de las especies dentro de la 
muestra. Los análisis se realizaron con Qiime utilizando el programa alpha_diversity.py para 
lo cual se realizaron múltiples rarefacciones de las lecturas de cada muestra con el 
programa multiple_rarefactions.py tomando 5.000 OTUs al azar cada vez, hasta alcanzar 
las 50.000 secuencias por muestra. Se utilizó este valor debido a que se debe tomar el 
mismo número de secuencias para cada muestra en esta comparación y 50000 lecturas es 
el número mínimo hallado en las muestras (Tabla 2.2). En cada punto de las rarefacciones  
se calcularon los índices mencionados y se determinó el número de OTUs presentes (curva 
de rarefacción, Figura 2.3).  
 
A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.4: Índices de Chao1, Shannon y Simpson para las muestras del suelo de Rio Cuarto (A) e 
Inés Indart (B). Se realizaron para cada tratamiento (Wt_sequía; Wt_Normal; Hahb-4_sequia y 
Hahb-4_normal. Donde Normal representa: 100% CC y Sequia: 30% CC. Cada tratamiento contó con  
n= 3 réplicas independientes. No se observaron diferencias significativas en ningún caso. 
 
Los resultados del cálculo de los índices de Chao1, Shannon y Simpson se muestran en las 
Figuras 2.4 A y B. Se indican los valores para el punto final de la rarefacción.  
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Los índices se calcularon para cada genotipo de planta (salvaje WT y GM: Hahb4) y para 
ambas condiciones de irrigación (Normal/Sequía). Podemos observar que los tratamientos 
no modificaron los índices de alfa diversidad en ninguno de los suelos. Estas diferencias se 
pusieron a prueba con el programa compare_alpha_diversity.py el cual utiliza el estadístico 
no paramétrico de Monte Carlo para estimar diferencias en los índices de alfa diversidad 
de cada muestra.  
 
Debido a que no se observaron diferencias significativas como se indicó en la Fig. 2.4, se 
calcularon los mismos índices para ambos suelos agrupando todos los tratamientos (n=12), 
con el fin de poder comparar los suelos entre sí. En la Figura 2.6 observamos los índices de 
Shannon, Chao1 y Simpson de todas las muestras correspondientes a cada suelo. Se 
observaron diferencias significativas (p<0,05) para los índices de Chao1 y Shannon, con 
valores mayores para el suelo de Rio Cuarto. 
 

Figura 2.5: Índices de alfa diversidad Chao1, Shannon y Simpson comparando las 12 muestras de 
cada suelo, se indican diferencias significativas con asterisco (p<0,05) 
 
 
Análisis de la composición de las comunidades  
 
A fin de determinar la estructura general de las comunidades bacterianas en cada 
tratamiento en cada suelo, se realizó una comparación (promedio de tres réplicas 
independientes) de la composición taxonómica a nivel de Phylum (Figura 2.6). Se observa 
gran homogeneidad en la composición de la comunidad bacteriana  a este nivel taxonómico 
entre tratamientos e incluso entre suelos. Los Phyla más abundantes en todos los 
tratamientos fueron Proteobacteria, con aproximadamente el 30% de las lecturas, 
Acidobacteria con el 17 %, Planctomycetes y Verrucomicrobia con el 10% cada uno.  Se 
identificaron un total de 28 Phyla compartidos por ambos suelos y dos presentes solo en el 
suelo de Rio Cuarto, Chlorobi  y Chrysogenetes con el 0,01 y 0,008 % de las lecturas, 
respectivamente.  
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Figura 2.6: Composición bacteriana a nivel de Phylum para cada tratamiento para ambos suelos. 
Los tratamientos se indican debajo de cada columna al igual que los suelos a los que pertenece cada 
muestra. RC suelo de Rio Cuarto; II suelo de Inés Indart. Dentro del grupo denominado Otros se 
incluyen Phyla que tienen menos del 0,1 % del total. 
 
 
 
 
Comparación a nivel de Phylum de ambos suelos 
 
Para poder determinar si existen diferencias significativas entre los distintos Phyla entre los 
dos suelos se realizó una comparación agrupando las 12 muestras de cada uno. Se 
observaron diferencias significativas para 8 Phyla (Figura 2.7), encontrándose 
Lentisphaerae, Verrucomicrobia, Actinobacteria y Proteobacteriamás abundantes en Inés 
Indart, mientras que Tenericutes, Nitrospirae, Firmicutes y Acidobacteria fueron más 
abundantes en el suelo de Río Cuarto. Dentro del grupo denominado Otros (Figura 2.7) se 
incluyeron Phyla que poseen menos del 0,1% en del total, en total suman menos del 1%. 
Los Phyla Chlorobi y Chrysiogenetes son los únicos que están presentes en un suelo y 
ausentes en el otro, se encuentran solo en el suelo de Río Cuarto pero ambos con una 
abundancia menor a 0,1 %. 
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agrupamientos realizados, esto podría deberse a que las distancias entre tratamientos son 
similares a las distancias entre réplicas.  
 
 
La medida de cuanto se asemejan las muestras entre sí y cuanto se asemejan las réplicas 
entre sí es un indicador del efecto de los tratamientos en las comunidades.  
Las comparaciones en el apartado anterior se realizaron con matrices de distancia que se 
crean comparando todas las muestras entre sí, de esta manera se genera un agrupamiento 
de las muestras donde las más similares se ubican más cerca. En el suelo de Rio Cuarto 
observamos que las muestras tienen una tendencia a agruparse por tipo de planta y 
también se observó un efecto, pero  menor, por nivel de humedad. Pero en estos análisis 
no se determinó la diferencia de distancias entre grupos ¿Hay grupos que se parecen más 
entre sí que  a otros? ¿Podemos, por ejemplo, determinar si  el cambio en la humedad 
afectó más en un grupo de plantas que en otro? 
La hipótesis de este experimento en parte plantea que las plantas Hahb-4 afectarán el suelo 
de tal manera que el tratamiento de sequía afectará en menor medida a la comunidad 
bacteriana que cuando es aplicado con las plantas Wt. Si esto es así deberíamos observar 
que la distancia promedio entre las réplicas los tratamientos Hahb-4_sequía y Hahb-
4_normal será menor que la distancia promedio de las réplicas entre los tratamientos 
Wt_sequía y Wt_normal. 
 
Para determinar esto se calculó la diferencia de distancias entre grupos con el programa 
make_distance_boxplot.py el cual grafica las distancias entre grupos de muestras 
especificadas y realiza la comparación estadística  con prueba-t para cada grupo de 
distancias.  
La figura 2.10 A y B  muestra los gráficos de las distancias entre pares de tratamientos para 
los suelos de Rio Cuarto e Inés indart respectivamente.  
En particular nos interesó comparar si la diferencia de distancia entre los pares (Wt_sequía 
Vs. Wt_normal) es igual a la distancia (Hahb-4_sequia Vs. Hahb-4_normal) y si la distancia 
entre los pares (Hahb-4_sequía Vs. Wt_sequía) es igual a la distancia entre (Wt_normal Vs. 
Hahb-4_normal). 
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Figura 2.10: Distancia entre pares de muestras, grafico de mediana, rango e intercuartiles. A) Suelo 
de Rio Cuarto, B) suelo de Inés Indart.  
 
 
Se observa en esta figura que las distancias entre grupos son muy similares, no se 
encontraron diferencias en ninguna de las comparaciones. En el suelo de Río Cuarto se 
observó la tendencia esperada (Hahb-4_sequia Vs. Hahb-4_normal) < (Wt_sequía Vs. 
Wt_normal) sin embargo esta diferencia es no significativa (p=0,08).  
 
 
Análisis a nivel de género  
 
Las diferencias observadas en los análisis anteriores nos llevaron a realizar un análisis más 
específico para tratar de dilucidar qué grupos están significativamente afectados en cada 
tratamiento. Para esto se utilizaron las tablas de abundancia relativa de OTUs por género 
para independizarnos del tamaño de la muestra, de la cantidad de lecturas por muestra. Se 
realizó un análisis estadístico a nivel de género para determinar si existen diferencias en 
abundancia relativa de cada uno entre cada tratamiento, utilizando el programa 
group_significance.py en Qiime y el estadístico no paramétrico Kruskal Wallis. Se 
consideraron significativamente diferentes aquellos géneros que presentaban un p de la 
prueba menor a 0,05. La comparación se realizó entre tratamientos (3 réplicas en cada 
grupo comparado). Se presenta el resumen de estos resultados en las Tablas 2.6 a 2.9. Se 
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observó un mayor número de géneros diferencialmente afectados por sequía en las plantas 
GM en comparación con la planta salvaje para los dos suelos estudiados (Tabla 2.7 y 2.9).  
 
Tabla 2.6: Suelo de InØs Indart. GØneros significativamente diferentes entre los tratamientos: 
wt_sequia Vs. wt_normal; Hahb4_sequia Vs. Hahb4_normal 
 
InØs Indart  
tratamiento Nœmero de GØneros con p< 0,05 
wt_sequia Vs. wt_normal 32 
Hahb4_sequia Vs. Hahb4_normal 52 
Generos con p<0,05 presentes en ambos 0 

 
Tabla 2.7: Suelo de InØs Indart. GØneros significativamente diferentes entre los tratamientos: 
sequía_wt  Vs. sequia_hahb4; normal_Hahbb4 Vs. normal_wt 
 
InØs Indart  
tratamiento Nœmero de GØneros con p< 0,05 
Sequía_wt Vs. sequia_hahb4 44 
Normal_wt  Vs. normal_hahb4 49 
GØneros con p<0,05 presentes en ambos 4 

 
Tabla 2.8: Suelo Río Cuarto. GØneros significativamente diferentes ente los tratamientos: 
wt_sequía Vs. wt_normal; Hahb4_sequia Vs. Hahb4_normal. 
 
Río Cuarto  
tratamiento Nœmero de GØneros con p< 0,05 
wt_sequía Vs. wt_normal 66 
Hahb4_sequia Vs. Hahb4_normal 97 
GØneros con p<0,05 presentes en ambos 10  

 
 
Tabla 2.9: Suelo Río Cuarto. GØneros significativamente diferentes ente los tratamientos: 
sequía_wt Vs. sequia_Hahb4; normal_wt Vs. normal_Hahb4. 
 
Río Cuarto  
tratamiento Nœmero de GØneros con p< 0,05 
Sequía_wt Vs. sequia_Hahb4 101 
Normal_wt Vs. normal_hahb4 73 
GØneros con p<0,05 presentes en ambos 10 

 
 
 
Además se agruparon las muestras por tratamiento de humedad y tipo de planta, 
reuniendo de esta manera 6 réplicas en cada grupo, se realizó esto debido a que no se 
encontraron diferencias significativas entre tratamientos en ninguno de los suelos 
analizados (Tabla 2.3). Se compararon los grupos a nivel de género determinado diferencias 
significativas en su abundancia relativa en los tratamientos de humedad y tipo de planta 
(Figura 2.11 A y B). Se muestran las diferencias en la abundancia relativa solo de los grupos 
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promedio bajo en los dos suelos (menor a 0,05%), nos preguntamos cual sería el porcentaje 
de lecturas de cada uno de los géneros en toda la comunidad, como se distribuyen los 
géneros en la comunidad. Para ello se analizó la distribución general de los géneros en los 
dos suelos (Fig. 2.13), Utilizando el promedio de las 12 muestras secuenciadas para cada 
suelo. Como se puede observar la amplia mayoría de los géneros tienen una abundancia 
relativa entre 0,1 y 0,01%. Los Géneros con abundancia relativa mayor a 1% son muy 
escasos (25 para Inés Indart y 23 para Rio Cuarto), podemos concluir de esta manera que 
la mayoría de los Géneros afectados por las condiciones analizadas se encuentran en el 
porcentaje de representatividad promedio de la población.  
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Discusión: 

El cultivo de plantas transgénicas (o modificadas genéticamente GM) ha llevado a la 
búsqueda de información sobre el impacto directo e indirecto que éstas pueden tener 
sobre los ambientes naturales y los ecosistemas agrícolas. Si bien gran parte de esas 
investigaciones buscan garantizar la seguridad en términos de salud humana, estos 
organismos pueden tener a nivel  ambiental  diferente grado de impacto que puede variar 
de acuerdo con los rasgos genéticos de las plantas GM. Estas modificaciones o alteraciones 
se verifican en espacio y tiempo como resultado de las complejas interacciones que ocurren 
a nivel de la microbiota tanto aérea como subterránea                               
(Wolfenbarger y Phifer 2014). Estos efectos también están relacionados con la naturaleza 
de los genes introducidos en las plantas transgénicas, muchos actúan como toxinas hacia 
determinados grupos de organismos y son exudados por las raíces  (Turrini et al. 2004). En 
este caso resulta evidente la  necesidad de evaluar los efectos de dicha modificación 
genética en los microbios de la rizosfera y en el suelo. Estudios realizados en diferentes 
cultivos muestran que la inserción del gen Bt puede alterar la producción de exudados 
afectando la estructura y abundancia de la comunidad bacteriana en la rizósfera (Devare 
et al. 2004; Singh et al. 2013). Sin embargo, en algunos casos estos cambios fueron menores 
que los cambios estacionales (Singh et al. 2013). 
Las plantas GM tolerantes a la sequía, utilizadas en este trabajo llevan el gen que codifica 
el factor de transcripción Hahb-4 (familia HD-Zip) de girasol (Helianthus annuus L.). Su 
sobreexpresión inhibe la percepción de etileno y ácido jasmónico, retardando la 
senescencia de la planta bajo condiciones de sequía (Manavella et al. 2008). Por lo antes 
mencionado, se plantea que el efecto de esta modificación genética impactará menos a la 
microbiota del suelo en comparación con el caso de la toxina Bt, sin embargo podría 
modificar la fisiología de la planta generando una variación en determinadas características 
por ejemplo, desarrollo de raíces, exudados, etc., que podrían impactar indirectamente 
sobre la microbiota del suelo. Por otra parte, la liberación al mercado de plantas tolerantes 
a sequía se ha iniciado recientemente, como por ejemplo soja GM con el gen Hahb-4 en 
2015 en Argentina. Sin embargo, no se han realizado estudios hasta la fecha que examinen 
la interacción entre las plantas tolerantes a la sequía y las comunidades bacterianas. 

            En este trabajo se realizó un experimento manipulativo en cámara de cultivo bajo 
condiciones controladas para analizar el efecto de las plantas Hahb4 bajo dos regímenes 
hídricos sobre la diversidad bacteriana en dos tipos de suelo. Del conjunto de resultados 
podemos destacar en primera instancia que las comunidades bacterianas de los suelos 
respondieron de manera diferente al tratamiento de humedad, las comunidades de Inés 
Indart se vieron menos afectadas que las comunidades de Río Cuarto. Las plantas también 
tuvieron una respuesta diferente en los dos suelos. Se observó menor crecimiento en el 
suelo de Río Cuarto y no se detectaron diferencias en el peso seco entre los tratamientos 
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taxonómicos particulares que mostraron diferencias en el análisis de secuenciación masiva 
(Grilli et al., 2016; Zappelini et al., 2015). 
Un resultado interesante del trabajo es que mediante un análisis estadístico se pudieron 
detectar géneros sobrerrepresentados dependiendo de la irrigación o del tipo de planta. 
Así, en el suelo de Río Cuarto pudimos detectar la presencia de 16 géneros bacterianos que 
mostraron un incremento significativo en condición de sequía con respecto a la condición 
de riego abundante (Fig. 2.11). Entre ellos se encontraron varios representantes de 
Actinobacterias, organismos con forma de bacilo que pueden formar filamentos, con 
respiración principalmente aeróbica y  que son habitantes comunes del suelo y de los 
materiales vegetales. Se detectaron 4 géneros pertenecientes a este grupo: Marmoricola,  
Iamia, Amycolatopsis y Lentzea. La relación con la sequía de Marmoricola y Iamia ha sido 
reportada, señalándolos como bien distribuidos en muestras de arena del desierto de 
varios lugares en Chad (Favet et al. 2013). Los géneros Amycolatopsis y Lentzea pertenecen 
a la familia Pseudonocardiaceae, la cual posee representantes que también han sido 
detectados en desiertos, poniendo en evidencia su capacidad de tolerar la  sequía (Favet 
et al. 2013; Aouiche et al. 2015). Se encontraron representes del género Armatimonas 
pertenecientes al Phylum Armatimonadetes, un pequeño grupo de bacterias Gram 
negativas aerobias quimioheterótrofas y Chitinophaga pertenecientes a los Bacteroidetes.  
Dentro del grupo de los Deinococcales, el género Truepera fue propuesto como extremófilo 
potencial, contiene varias especies termófilas tolerantes a la radiación y posiblemente 
estén bien adaptados a las condiciones  de estrés causadas por la sequía estacional y 
salinidad (Favet et al. 2013; Li et al. 2015). También se encontraron representantes 
anaerobios estrictos como la bacteria reductora de sulfatos Desulfotomaculum 
perteneciente al grupo de los Firmicutes. El phylum con mayor número de representantes 
entre los diferencialmente aumentados en sequía fue el de las Proteobacterias con 1 
representante de las Alfa-Protebacterias, uno de las Beta-Proteobacterias y 6 
representantes de las Gamma-Protebacterias. Rhodoligotrophos el género hallado para las 
Alfa-Proteobacterias fue encontrado asociado a concentraciones crecientes de salinidad en 
asociación con alcachofas (Yang et al. 2016), condición que podría asemejarse a la sequía. 
También se detectó sobrerrepresentado Paludibacterium perteneciente a las Beta-
Proteobacterias. Entre las Gamma-Proteobacterias se encontraron Solimonas, Nevskia y 
Dyella, con especies asociadas al suelo, y Dechloromarinus, Arenimonas y Dokdonella. 
En el suelo de Inés Indart, este análisis permitió detectar la presencia de 12 géneros 
bacterianos que mostraron un incremento significativo en condición de sequía con 
respecto a la condición de riego abundante (Fig. 2.11).  Entre ellos se detectó el Género 
Thermoanaerobaculum, un representante del Phylum Acidobacteria, un grupo que 
constituye una abundante fracción de la comunidad microbiana del suelo.  Dentro del 
Phylum Actinobacteria, considerados como los microorganismos predominantes en la 
microbiota del suelo que poseen representantes de zonas áridas (Miransari 2011; 
Mohammadipanah y Wink 2016), se hallaron 4 géneros, 3 de ellos pertenecientes a la 

https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Gram_negativas
https://es.wikipedia.org/wiki/Gram_negativas
https://es.wikipedia.org/wiki/Aerobia
https://es.wikipedia.org/wiki/Quimioheter%C3%B3trofo
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familia Pseudonocardiaceae:  Actinokineospora algunas especies miembros de este género 
han sido reportadas para el desierto del Sahara y asociadas a la rizosfera (Aouiche et al. 
2015; Intra et al. 2013); Labedaea también posee especies aisladas de la rizosfera (Lee 
2013) y este género ha sido descripto como cercano a los representantes del género 
Actinokineospora. El tercer género hallado dentro de la Familia Pseudonocardiaceae, 
Saccharomonospora fue también reportado como un género xerofílico. Dentro de las 
Actinobacterias pero perteneciente a la Familia Thermomonosporaceae, el género 
Actinomadura ha sido reportado como habitante de regiones áridas, miembros de este 
grupo son considerados como las especies termotolerantes más ampliamente difundidas 
en suelos desérticos (Mohammadipanah y Wink 2016). Se encontró un único representante 
de Firmicutes perteneciente al género Catabacter así como del Phylum Lentisphaerae con 
un representante del género casi homónimo Lentisphaer. En el caso del Phylum 
Proteobacteria se hallaron 5 géneros con mayor representación en suelos sometidos al 
tratamiento de estrés hídrico. En la clase de Alphaproteobacteria, sólo el género 
Roseospirillum, mientras que 3 géneros dentro de la clase de las Deltaproteobacteria, 
pertenecientes al orden Desulfovibrionales pero dentro de distintas familias se hallaron los 
géneros Desulfotalea y Desulfovibrio ambas sulfato rreductoras. El género Polyangium  
también fue descripto como representante del suelo. Entre las Gammaproteobacteria se 
encontró el género Chromatium una bacteria clasificada entre las bacterias fotosintéticas 
del azufre. 
A partir de estos análisis se puede observar que hay una gran diversidad de especies en 
suelo poco explorada aún. Las diferencias a nivel género entre distintos regímenes hídricos 
resultaron más fáciles de interpretar dado que en algunos casos  se contó con bibliografía, 
en muchos casos muy reciente, que permitieron apoyar los resultados pudiendo señalar a 
algunos de los géneros encontrados como asociados a áreas desérticas. En el caso de las 
diferencias a nivel género asociadas al tipo de planta esta explicación no resulta tan 
evidente. En el suelo de Rio Cuarto se observó mayor cantidad de géneros 
significativamente afectados por el tipo de planta que en Inés Indart. Se detectaron 59 
géneros con P<0,05 de los cuales 40 estuvieron aumentados en las muestras con plantas 
Hahb-4 (Fig. 2.12). Estos géneros se distribuyeron a lo largo de 13 Phyla, siendo el Phylum 
que más géneros tiene con diferencias entre los dos tipos de planta el de las Proteobacteria 
de los cuales 19 géneros pertenecen a Alfaproteobacteria (16 aumentados en Hahb-4 y 3 
disminuidos); 5 Géneros pertenecen a Betaproteobacteria (4 aumentados y 1 disminuido), 
5 a Gammaproteobacteria (2 aumentados y 3 disminuidos), 2 pertenecen a 
Deltaproteobacteria (1 aumentado, 1 disminuido) y un solo género a Épsilonproteobacteria 
que se encuentra en menor abundancia en las muestras Hahb-4. También se encontraron 
6 géneros que pertenecen al Phylum Actinobacteria todos ellos aumentados en Hahb-4 y 5 
géneros del  Phylum Bacteroidetes de los cuales 1 estuvo aumentado y 4 disminuidos.  
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En el suelo de Inés Indart,  entre los géneros que mostraron mayor cantidad de lecturas en 
el suelo asociado a las plantas GM (Fig. 2.12) se encuentran 4 pertenecientes a 
Actinobacterias: Oryzihumus, Rugosimonospora, Friedmanniella y Kitasatospora. Entre los 
Bacteroidetes, el género Hymenobacter y entre los Firmicutes representantes del género 
Bacillus y Saccharofermentans. Dentro del Phylum Fusobacteria, el género Fusobacterium 
y el género Isosphaera dentro del Phylum Planctomycetes. También se encontraron más 
representados dentro de la Clase Alphaproteobacteria los géneros Asticcacaulis, 
Brevundimonas, Filomicrobium, Leahibacter, Holospora y Lyticum; 3 géneros de 
Betaproteobacteria: Ralstonia, Methylobacillus y Nitrosovibrio. Entre las 
Deltaproteobacteria: Desulfofustis, Desulfonatronum, Bilophila y Smithella y entre las 
Gammaproteobacteria: Ectothiorhodosinus, Aquicella y Rickettsiella. Del Phylum 
Tenericutes el género Candidatus phytoplasma y de los  Verrucomicrobia, 
Methylacidiphilum. 
Los efectos de las plantas transgénicas, que aquí analizamos, sobre las comunidades 
bacterianas no parecen ser dramáticos y podrían deberse a cambios estocásticos en 
algunos casos. Esta afirmación se apoya en lo observado en el estudio realizado analizando 
el efecto de las plantas de maíz Hahb4 sobre las comunidades de hongos micorrícico-
arbusculares. En dicho estudio, se observaron diferencias en el porcentaje de  intensidad 
de colonización fúngica comparando las líneas salvaje (B104) y GM (3H) en las dos 
condiciones de irrigación. B104 tuvo menor porcentaje de puntos de ingreso de HMA, y 
menor porcentaje de arbúsculos de hongos micorricico-arbusculares cuando fue sometida 
a 30% de CC.  Esto no se observó para la línea 3H (Colombo et al. 2017), lo que sugiere que 
hay una diferencia en la percepción del estrés entre las líneas de maíz, dado que la 
colonización de HMA, el porcentaje de puntos de ingreso y arbúsculos decrece en raíces 
sometidas a estrés (Cabello 1997). En conjunto ambos estudios mostraron que la 
sobreexpresión del gen Hahb-4 en plantas de maíz, en las condiciones experimentales del 
estudio, no afectó la infectividad fúngica de HMA (Colombo et al., 2017), ni las 
comunidades de bacterias del suelo rizosferico analizadas en el presente trabajo. 
En la mayoría de los reportes el efecto de plantas GM sobre diferentes organismos que 
habitan el suelo suelen ser menores y no parecerían ser de ninguna manera irreversibles. 
Los cambios producidos por las plantas GM son en algunos casos menores que los 
producidos por la rotación de cultivos, el cambio producido por el manejo del suelo 
(independientemente de si los cultivos que se utilizan son GM) o la estacionalidad (Rasche 
et al. 2006). No obstante esto,  el estudio de la microbiota asociada a un determinado 
evento de transgénesis resulta interesante desde el punto de vista de la profundización del 
conocimiento de las interacciones planta-bacteria y planta-hongos.  
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CONCLUSIONES GENERALES 

Capítulo 1: Análisis de características relacionadas con la promoción de 
crecimiento vegetal  

1. Pseudomonas extremaustralis 

 . Presentó una buena capacidad de solubilización y mineralización de fósforo, tanto a 
28°C como en frío. El perfil de ácidos orgánicos responsables de la solubilización de fosfato 
inorgánico fue diferente al de P. protegens Pf-5. Estas diferencias se correlacionaron con la 
ausencia del gen gad responsable de la producción de 2- ceto-gluconato, en P. extremaustralis.  
 . Esta bacteria también fue capaz de producir ácido indol acético (AIA). Se detectaron 
genes relacionados con distintas vías para la producción de este compuesto.  
 . Posee la ruta metabólica completa para la síntesis de pioverdinas y mostró producción 
del compuesto a distintas temperaturas y condiciones de aireación. Se propone un efecto del 
regulador global anaeróbico Anr sobre la producción de estos compuestos.  
 . También se pudo comprobar que es capaz de interactuar con diferentes  plantas en 
cultivos axenicos. Ensayos de quimiotaxis mostraron que es atraída por exudados radiculares 
de plantas de trigo. Se comprobó que es capaz de colonizar raíces de trigo,  maíz y Arabidopsis 
thaliana y mostró un efecto positivo sobre la biomasa de trigo.  
 
2. Cepas bacterianas aisladas de suelos de la provincia de Buenos Aires con distinto régimen 
de lluvias 

. Se obtuvieron 19 cepas bacterianas capaces de solubilizar fósforo in vitro. 

.  Se encontraron 22 aislamientos positivos para la producción de AIA in vitro.  

. Se observó un efecto positivo sobre el crecimiento de plantas de maíz en un sistema axénico 
autotrófico de 2 de las cepas, IIM-Man4 e IIA-Man30, indicando que pueden ser  
buenas candidatas como PGPB. 
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