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Resumen 

 

En la presente tesis doctoral hemos estudiado la mejora a la tolerancia a la sequía de 

plantas con interés agrícola mediante herramientas biotecnológicas.  

A lo largo del presente trabajo se comprobó el efecto de una colección de bacterias 

xerotolerantes sobre plantas como inoculantes, para estudiar si existe una correlación 

entre el nivel de tolerancia a la falta de agua del microorganismo, con el nivel de 

protección frente a la sequía que transfiere el microorganismo a la planta. Para este 

estudio se analizó la capacidad de promover el crecimiento de las plantas por parte de 

los microorganismos en ausencia de estrés hídrico (su actividad como Bacterias 

Promotoras del Crecimiento de Plantas o BPCP), así como de protección de las mismas 

frente a la sequía (Bacterias Potenciadoras de la Tolerancia a Sequía o BPTS). Para este 

estudio se emplearon las cepas microbianas Microbacterium sp. 3J1, Arthrobacter 

koreensis 5J12A, Rhodococcus sp. 4J2A2, Leucobacter sp. 4J7B1 y Arthrobacter 

siccitolerans 4J27, por presentar una elevada supervivencia a la desecación de más del 

20%. Para evaluar los efectos de promoción del crecimiento de plantas y de protección 

de estas plantas contra la sequía sobre distintas especies vegetales se emplearon plantas 

de pimiento (Capsicum annuum var. annuum), tomate (Solamun lycopersicum), maíz 

(Zea mais) y soja (Glycine max). Así mismo, se identificaron las cepas 

taxonómicamente más cercanas a aquellas que mayor protección contra la sequía sobre 

las plantas generaban y se estudió de nuevo si existía una correlación entre aquellas 

cepas más tolerantes a la sequía con aquellas que más protegían a las plantas contra la 

falta de agua. Por último, se realizó un estudio bioquímico del perfil de moléculas 

implicadas en procesos de fitoprotección frente a la sequía por parte de 

microorganismos (trehalosa, actividades superóxido dismutasa y catalasa, ácido 

indolacético, ácido abscísico y otras fitohormonas) para identificar si existe una 

correlación entre la producción de las mismas y los efectos observados en las plantas. 

Posteriormente se estudiaron los mecanismos moleculares por los que las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1  alcanzaron un elevado grado de promoción en 

su crecimiento y resistencia  frente a la sequía. Este estudio se realizó mediante análisis 

proteómico y metabolómico. De entre las cuatro especies vegetales estudiadas en el 

capítulo anterior, seleccionamos la planta de pimiento como modelo tanto por contar 

con amplia difusión en la literatura científica en proteómica y metabolómica, como por 

contar con su genoma completamente secuenciado y accesible.  
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Los estudios de proteómica se llevaron a cabo mediante ensayos basados en geles 

bidimensionales (SDS-PAGE 2D), mientras que los estudios de metabolómica se 

realizaron mediante cromatografía de gases masas (GC-MS). Gracias a ambos tipos de 

estudios se pudo caracterizar las rutas involucradas en la resistencia a la sequía. Tanto 

los estudios de proteómica como los de metabolómica se realizaron sobre plantas de 

pimiento, en condiciones de sequía, y en presencia del microorganismo Microbacterium 

sp. 3J1. En estas condiciones se utilizaron cultivos adicionados de polietilen glicol 

(PEG) al 5% y al 50% para simular condiciones de escasez de agua propias de un suelo 

no encharcado y de una sequía intensa, respectivamente.  

Más adelante, se analizó el grado de bioseguridad de las cepas xerotolerantes 

estudiadas, ya que cualquier producto microbiológico que se libere al medio ambiente 

debe ser inocuo y seguro tanto para el ser humano como para el medio ambiente. Dada 

la diversidad de pruebas propuestas y la falta de un marco regulador que indique los 

análisis necesarios para garantizar la inocuidad de microorganismos que han de usarse 

como agente inoculante sobre plantas, se planteó combinar una serie de ensayos basados 

en modelos de organismos presentes en el medio ambiente que pudieran verse 

potencialmente afectados, así como de modelos de infección para el ser humano. La 

combinación de ensayos de bioseguridad con organismos tales como Caenorhabditis 

elegans, Eisenia foetida, Mus musculus o Daphia magna, sirvieron de modelo para 

reconocer posibles interferencias a cualquier nivel trófico del suelo, incluido el humano, 

que pudiera causar el uso de las cepas en estudio en el caso de librearse al medio 

ambiente. Como resultado final establecimos un valor numérico indicativo del nivel de 

seguridad de las cepas que se denominó Índice de Seguridad Humana y Ambiental 

(ISHA). Como controles para los distintos ensayos descritas como bacterias promotoras 

del crecimiento en plantas se emplearon así mismo las cepas Pseudomonas putida 

KT2440, Burkholderia cepacia CC-A174, Serratia marcescens CTC 10211, Serratia 

entomophila CIP 102919, Serratia proteamaculans NCTN 394 y Pseudomonas 

aeruginosa PA14. Además de estas cepas se incluyó una colección de cepas  descritas 

como promotoras del crecimiento de plantas tales como Pseudomonas fluorescens 

IABPF05, Azotobacter vinelandii IABAV02, Rhizobium legominosarum IABRL05 y 

Bacillus subtilis IABBS05. 

Tras comprobar que las cepas estudiadas mostraron unos niveles de bioseguridad altos, 

se decidió llevar a cabo ensayos de invernadero y campo. Como planta modelo, se 
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empleó el maíz (Zea mays) al tratarse de una de las especies ensayada con mejores 

resultados, así como una de las plantas con mayor implicación en sectores agrícolas, por 

su interés tanto alimenticio como bioenergético. En estos ensayos en invernadero así 

como en los ensayos de campo se emplearon las cepas xerotolerantes con mejores 

resultados en laboratorio (Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis 5J12A, empleando 

cápsulas plásticas sobre semillas como formato de inoculación, tanto para los ensayos 

de invernadero como para la siembra en campo. 

Los resultados de promoción del crecimiento y protección frente a la sequía en plantas 

por parte de las cepas xerotolerantes obtenidos en laboratorio (en condiciones 

ambientales controladas) no coincidieron con los obtenidos en invernadero y campo 

(donde el control ambiental está más limitado). Para la mejora de los resultados en 

condiciones ambientales poco controladas se buscó una formulación alternativa a la 

formulación líquida, donde la conservación del número de células viables en el tiempo, 

la contaminación y el almacenamiento del producto resultan en peores resultados. Para 

identificar qué formulación alternativa se adaptaba mejor al microorganismo 

Microbacterium sp. 3J1,  se estudió los mecanismos de interacción y colonización del 

microorganismo sobre la planta. Además, para identificar el microorganismo en su 

interacción con la planta y el tipo de relación que mantenían se marcó a las bacterias 

con proteína verde fluorescente. Con este marcaje pudimos determinar el tiempo 

mínimo de presencia del inoculante en el suelo, las condiciones en que se lleva a cabo 

dicho contacto y los tiempos empleados en las distintas fases de colonización e 

interacción con la planta. Como alternativa de inoculación se empleó alginato, y se 

estudió  la calidad del inoculante mediante el análisis del número de células viables en 

el tiempo. 
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Along this thesis we studied the improvement to the drought tolerance of plants with agricultural 

interest using biotechnological tools based on several bacterial strains. 

Our studies were based on a collection of bacteria isolated as drought tolerant as all of them had 

been isolated employing a selective method developed in our lab. This method consist in alter 

growth conditions of isolates (obtained from roots and closer soil) by applying chloroform in 

contact as desiccant selective agent. Throughout this work the effect of these strains as growth 

promoters and as drought protectors over plants as inoculants were found. We studied whether 

there is a correlation between the levels of tolerance in the strains, and the levels of protection 

against drought transferred by the microorganism to the plant. For this study, the ability to 

promote the growth of plants by microorganisms in the absence of water stress (his activity as 

growth-promoting bacteria or PGPR), as well as protecting them against drought was analyzed. 

For this study the microbial strains Microbacterium sp. 3J1, Arthrobacter koreensis 5J12A, 

Rhodococcus sp. 4J2A2, Leucobacter sp. 4J7B1 and Arthrobacter siccitolerans 4J27 were used, 

since they present a high survival desiccation of over 20%. To evaluate the effects of plant growth 

promotion and protection of these plants against drought different plant species like pepper plants 

(Capsicum annuum var. annuum), tomato (Solamun lycopersicum), corn (Zea mais) and soybeans 

(Glycine max), clover (Trifolium repens), etc., were employed. Likewise, strains taxonomically 

closer to those greater protection against drought on plants generated were identified and studied 

again in order to discern if there was a correlation between those strains more tolerant to drought 

with those most protected the plants against lake of water. Finally, a biochemical profile study of 

molecules involved in processes of plant protection against drought by microorganisms 

(trehalose, catalase and superoxide dismutase activities, indole acetic acid, abscisic acid and other 

plant hormones) was performed to identify whether there is a correlation between the production 

thereof and the effects observed in plants. Trehalose shown to be the most determinant molecule 

to control physiological parameters in plants. 

Subsequently the molecular mechanisms by which plants inoculated with Microbacterium sp. 3J1 

as it was the strain that reached a high degree of growth promotion and resistance to drought in 

plants. This study was performed using proteomic and metabolomic analysis. Of the plant species 

studied in the previous chapter, we selected the pepper plant as a model therefore have widely in 

the scientific literature in proteomics and metabolomics, as have its genome fully sequenced and 

accessible. Proteomic studies were performed by methods based on two-dimensional gels (2D 

SDS-PAGE) tests, while metabolomic studies were performed by gas chromatography mass 

spectrometry (GC-MS). Both proteomic studies such as metabolomics were performed on pepper 

plants in drought conditions and in the presence of the microorganism Microbacterium sp. 3J1 

and on Microbacterium sp.  3J1 separately. Under this last condition, strain cultures added with 

polyethylene glycol (PEG) of 5% and 50% to simulate stress conditions typical of a not 

waterlogged soil and intense dried soil, were carried out. With both types of studies could 

characterize the pathways involved in drought resistance.  

Later, the level of biosecurity on drought tolerant strains studied was analyzed, as any 

microbiological product release to the environment must be safe for both humans and the 

environment. Given the diversity of proposed evidence and the lack of a regulatory framework 

that indicates the analyzes necessary to ensure the safety of micro-organisms to be used as 

inoculant on plants, it was proposed to combine a series of organisms model-based trials that 

could potentially be affected, as well as models of infection for humans. The combination of 

biosafety tests with bodies such as Caenorhabditis elegans, Eisenia foetida, Mus musculus or 

Daphia magna, served as models for possible interference recognize any trophic level ground, 
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including man, which could cause the use of the strains under study in the case of use massively 

in the environment. As a final result we established a numerical value indicative of the level of 

safety of the strains was called Environmental and Human Security Index (EHSI).  

After confirming that the strains studied showed high levels of biosafety, it was decided to 

undertake greenhouse and field trials. As a model plant, corn (Zea mays) was used to being one 

of the best performing species tested, as well as plants with greater involvement in agricultural 

sectors, both food and bioenergy interest. In these trials in greenhouse and field trials carried out 

with the drought tolerant strains with better results in the laboratory (Microbacterium sp. 3J1 and 

A. koreensis 5J12A) using plastic capsules as seed inoculation format for both the greenhouse 

tests were used as for planting in the field. The results of promoting growth and protection against 

drought in plants by the drought tolerant strains obtained in laboratory (under controlled 

conditions) did not coincide with those obtained in greenhouse and field (where environmental 

control is more limited).  

To improve results in poorly controlled environmental conditions sought an alternative to the 

liquid s capsuled-seed formulation, where the conservation of the number of viable cells over 

time, pollution and storage of the product formulation resulted in worse outcomes. To identify 

alternative formulation is better suited to the microorganism Microbacterium sp. 3J1, the 

mechanisms of interaction and colonization of the microorganism on the plant was studied by 

microscopy. The contact type, symbiosis modifications and the area where the strain is established 

in the root were detected by using VP-SEM and TEM. In addition, to identify the organism in its 

interaction with the plant and the type of relationship they had, it was labeled with green 

fluorescent protein (GFP) and by using laser confocal microscopy. With this label we could 

determine the minimum residence time of the inoculant on the ground, the conditions under which 

such contact takes place and the time spent on the various stages of colonization and interaction 

with the plant. All these techniques were confirmed by using qPCR and RT-PCR. Alternatively 

inoculation alginate was used, and the quality of inoculant was studied by analyzing the number 

of viable cells in time. We devolved a different formulation able to maintain stable the strains 

population in the inoculated substrate and, therefore, plant contact and interaction was notable 

extended. This time was extended from a pair of weeks in soil and close to a month in plants, to 

more than six weeks in soil and more than two month in plants.  

Finally, studies in transcriptomics and with negative mutant strains are being carried out in order 

to develop and consider better alternatives to improve routes involved and to achieve better 

formulations. 
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Objetivos: 

El objetivo principal de la presente tesis doctoral consiste en determinar los mecanismos 

de interacción planta-microorganismo por los cuales una colección de cepas bacterianas 

tolerantes a la desecación protegen a las plantas modelo empleadas contra la sequía.  

 

Para lograr dicho objetivo principal, se proponen los siguientes objetivos parciales: 

1.- Determinar la capacidad de promoción del crecimiento y de la protección contra la 

sequía en diversos tipos de plantas, por parte de una colección de cepas microbianas 

xerotolerantes. 

2.-  Identificar los mecanismos moleculares que utilizan las cepas microbianas para la 

protección de la planta contra la sequía tanto a nivel  proteómico, como metabolómico. 

3.- Evaluar el nivel de seguridad de dichas cepas sobre el medio ambiente y sobre los 

seres humanos para su uso como inoculante. 

4.- Analizar la eficacia de la protección de plantas contra la sequía por parte de las cepas 

xerotolerantes en ensayos de invernadero y de campo. 

5.- Mejorar la formulación del inoculante para su uso en ensayos de campo. 
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1. La sequía 

La sequía es el desastre natural más costoso y difícil de gestionar a lo largo de las últimas 

décadas por sus efectos generalizados, incluidas situaciones de crisis de agua y alimentos 

(Gleick, 1993, Vörösmarty et al., 2000, Oki & Kanae, 2006, Li et al., 2009, Mishra & 

Singh, 2010). 

Incluso en países de latitudes altas, tradicionalmente consideradas húmedas, como 

Francia, Alemania o Canadá, están comenzando a sufrir drásticas pérdidas de cosecha en 

los años de falta de agua y el fuerte aumento de temperaturas. A esta situación hay que 

añadir que el empleo de cultivares poco adaptados a este estrés produce un agravamiento 

en los efectos (Beier et al., 2004, Ciais et al., 2005, Grayson, 2013). 

 

1.1. Efectos e impactos 

En determinados países con periodos de sequía estacional e incluso ciclos de años 

especialmente secos, como ocurre en la cuenca mediterránea, este fenómeno hace que 

actividades agrícolas y ganaderas, de mantenimiento forestal, suministro de alimentos o 

incluso la gestión del agua disponible, sean cada vez más complejos de gestionar 

(Hoddinott & Kinsey, 2001). Por otra parte, según los informes del IPCC, los efectos del 

cambio climático sobre el nivel de precipitaciones y el aumento de las temperaturas y 

evapotranspiración indican que estos se agravan significativamente año a año, haciendo 

que un buen manejo de los efectos de la sequía sea más importante si cabe (Hoddinott & 

Kinsey, 2001, Rounsevell et al., 2006).  

 

1.2. La agricultura como caso de gestión del agua 

Uno de los usos que conlleva mayor consumo de agua por parte del ser humano es la 

agricultura, siendo por ello la actividad más expuesta a la sequía. Para evitar llegar a 

situaciones de desertificación, pérdida de suelos fértiles y cosechas, deudas de potencial 

hídrico y desecación de ecosistemas ligados al agua, debe fomentarse una serie de 

herramientas biotecnológicas claves que permitan volver a gestionar terrenos a nivel 

agrícola o similar. Estas herramientas incluyen el uso de cultivos con mayor resistencia a 

la sequía (Rounsevell et al., 2006, Buchholz et al., 2007, Groom et al., 2008, Karp & 

Shield, 2008, Verstegen et al., 2012, Kang et al., 2013).   
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Las soluciones que se han dado habitualmente se basan en el uso de cultivares resistentes 

o más adaptados (Hall & Cook, 2007, Perry, 2007). Sin embargo, se están desarrollando 

también nuevas tecnologías para aumentar la tolerancia de las plantas a la sequía. Entre 

ellas se puede destacar el uso de algunos cultivares modificados genéticamente para 

tolerar altas temperaturas, crecer con poca agua o incluso repeler una radiación solar 

intensa, aunque esta tecnología aún tiene baja implantación (Stewart et al., 2003, Andow 

& Zwahlen, 2006, Sato & Yokoya, 2008, Ashraf, 2010, Gaudin et al., 2013). 

Así, es necesario conocer el alcance de términos como evapotranspiración (ET) en los 

sistemas agrícolas, que es el agua utilizada por un cultivo para el crecimiento y los 

propósitos de enfriamiento, los cuales se reflejan en pérdidas de agua por evaporación (E) 

o transpiración (T). Así, la transpiración es el agua transpirada o devuelta a la atmósfera 

por los estomas de las hojas. La evaporación, por su parte, se considera el agua devuelta 

desde la tierra húmeda y la superficie de la planta a la atmósfera. Es de interés conocer 

en profundidad las causas principales de la pérdida de agua en los cultivos por la situación 

de estrés que esta pérdida puede generar ante una mala gestión. El uso del agua del cultivo 

(ET) está influenciado por las condiciones meteorológicas, el agua disponible en el suelo, 

las especies de cultivo y la etapa de crecimiento. En la cobertura total, un cultivo tendrá 

la máxima tasa de ET si el agua del suelo no se limita. Un cultivo se considera sometido 

a estrés hídrico cuando supera ciertos niveles de ET sin regeneración de sus fuentes de 

agua disponibles (McKenney & Rosenberg, 1993).  

Hay que considerar que la lucha contra la sequía por parte de la planta supone un esfuerzo 

complejo, que repercute en el crecimiento de las plantas de múltiples formas, de modo 

que sean capaces de adaptarse o mitigar estas tensiones. Entre estas medidas se incluyen 

el exudado de compuestos ricos en carbono como polisacáridos o ceras (para favorecer la 

retención de la humedad en las hojas, el quelado de metales tóxicos y evitar la falta de 

aireación del suelo), levantamiento hidráulico, aumento en el número de raíces y cambios 

en su distribución, producción de señales radiculares para controlar el comportamiento 

fisiológico del resto de la planta, etc. Sin embargo en muchas circunstancias un estrés 

abiótico como el causado por un déficit hídrico, si se prolonga considerablemente, puede 

causar daños que la planta es incapaz de recuperar por haber superado su sistema de 

respuesta. Pese a ello, los ecosistemas rizosféricos pueden surtir a las plantas de una 

defensa adicional eficaz ante estos estreses tanto en periodos de corta duración como en 
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periodos más prolongados (Li et al., 2009, Marulanda, 2009, Whitmore & Whalley, 2009, 

Yamaguchi et al., 2010, Jogaiah et al., 2013). 

 

2. Biofertilizantes y la sequía 

La relación entre plantas y microorganismos del entorno es el resultado de una 

coevolución ambiental cercana y prolongada. Por esto, las interacciones negativas, 

positivas y neutras entre ambos se han ido especializando con el tiempo, llegándose 

incluso a dar cambios de categoría a lo largo de dicho periodo evolutivo. Incluso la 

interacción negativa ha llegado a dar lugar a interacciones de control de relaciones 

patógenas, interacciones mutualistas y/o simbióticas sin las cuales los ecosistemas 

actuales no podrían entenderse. Los distintos tipos de interacción coinciden en la 

comunicación previa que se establece, mediada por taxis y receptores específicos. As,i, 

dependiendo del grado y tipo de comunicación logrado, existen relaciones epifíticas o 

endofíticas (Yang et al., 2007, Kristin & Miranda, 2013).  

 

2.1. Rizosfera 

El término  rizosfera fue utilizado por primera vez por Hiltner en 1904 para describir la 

zona de tierra que se encuentra bajo la influencia de las raíces, normalmente considerada 

dentro de los primeros 5 mm de tierra cercana a las mismas (Philippot et al., 2013) . Para 

un microorganismo del suelo, la rizosfera es un medio altamente beneficioso. En 

comparación con las condiciones de déficit de nutrientes de la mayor parte del suelo, la 

rizosfera es el lugar donde los nutrientes se concentran (Kardol et al., 2007). Esto se da 

tanto por las secreciones radiculares como por una mejor disposición hídrica. En este 

entorno las condiciones fisicoquímicas para la vida microbiana están más controladas y 

son más favorables, con lo que los microorganismos proliferan con facilidad (Ibekwe et 

al., 2002).  

Existen múltiples factores que pueden influir en el tamaño de la rizosfera así como en su 

capacidad de acoger una cantidad y un tipo de vida microbiana determinada (Kennedy, 

1999). Uno de los factores más importantes es la humedad de esta zona, ya que afecta a 

la colonización microbiana (Moore, 1991). Las células de la superficie de la raíz pueden 

experimentar cambios profundos con variaciones en el potencial de agua del suelo 
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(diferencia de energía por centímetro cúbico que existe entre el agua en un punto del suelo 

y el agua libre a igual presión y temperatura). Así, en suelos de -0,2 MPa o con valores 

más negativos (lejos de la capacidad de campo, -0,03 MPa), el potencial de agua en el 

suelo cercano a la raíz puede estresar a las células microbianas en la rizosfera ya que con 

un potencial de agua bajo en el suelo, la movilidad y la difusión de nutrientes puede verse 

reducida (Moore, 1991). Así, altos potenciales de agua del suelo pueden no ser 

beneficiosos, ya que el espacio poroso con oxígeno es igualmente importante para planta 

y microorganismo y puede convertirse en factor limitante (Moore, 1991, Kennedy, 1999). 

Así mismo, la textura del suelo puede afectar al transporte y a la colonización de las raíces 

por los microorganismos. En general, las bacterias recorren mayores distancias a lo largo 

de la raíz en suelos de textura gruesa que en suelos de textura fina. Por su parte, la 

temperatura puede desempeñar un papel relevante en la colonización de los 

microorganismos, sobre todo en cuanto al tipo de microorganismo que coloniza. Las 

posibles diferencias se deben a la menor competencia de la microbiota autóctona a 

temperaturas más bajas o a una reducción en la tasa de crecimiento de las raíces, lo que 

permite una mayor colonización de raíz por parte de otros microorganismos (Zhang et al., 

2000, Braker et al., 2010).  

Sin embargo, el pH del suelo es probablemente el factor que más altera la capacidad de 

supervivencia y competitividad de los microorganismos. La producción de H+, HCO3
- o 

de compuestos orgánicos, inducida por la raíz y su posterior liberación en la rizosfera, 

afectan a la absorción de iones y por lo tanto alteran el pH de la rizosfera. Las 

fluctuaciones en el pH de la rizosfera pueden llegar a ser de hasta una unidad de pH y 

pueden modificar el pH general de un volumen considerable del suelo cercano. La 

magnitud y la dirección de los cambios en el pH de la rizosfera depende principalmente 

de la presencia de nitrógeno, pero las relaciones simbióticas y la actividad microbiana 

también influyen en los cambios de pH, lo que puede determinar cambios drásticos en la 

composición de las poblaciones microbianas (Hultgren et al., 2002).  

Por último, los propios microorganismos también afectan a la rizosfera. Podemos 

encontrar entre 106 y 109 organismos por gramo de suelo rizosférico, aunque representan 

sólo una pequeña porción de la biomasa total, debido a su pequeño tamaño. En el caso de 

las bacterias del suelo, existen muchos grupos que tienen un alto coeficiente entre 

rizobacterias (R) y bacterias libres (L) (relación R/L), lo que indica una marcada 
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interacción con la rizosfera. Entre otras por ejemplo, las bacterias del género 

Pseudomonas y otras bacterias Gram-negativas son especialmente competitivas en la 

rizosfera y ocupan una gran parte de la población total de bacterias de la raíz 

(Thomashow, 1996, Somers et al., 2004). 

Igualmente, se ha de considerar la influencia de organismos depredadores, como el caso 

de nematodos bacteriófagos. Determinados organismos superiores predan sobre las 

diferentes comunidades microbianas influyendo en la proporción y organización de las 

mismas (Ellis et al., 1984). De tal modo, las poblaciones naturales de nematofauna, de 

amebas, pequeños artrópodos y anélidos detritívoros, sedimentívoros o filtradores son 

capaces de crear y modificar patrones demográficos tal y como ocurre en escalas 

superiores entre herbívoros-carnívoros (Bergsma-Vlami et al., 2005). 

 

2.2. Los micoorganismos y las plantas. Interacciones positivas 

Se estima que entre el 1-2% de las bacterias son capaces de mantener una interacción 

positiva con plantas. En la mayoría de los casos la relación establecida se considera 

interna o endofítica, si bien existen algunas cepas de interacción superficial o epifítica, o 

simplemente de vida libre en la rizosfera. En el caso de las endofíticas, al ser más íntima 

la relación establecida, la interacción suele ser más prolongada y más efectiva, de este 

modo, más estables. Por ello, afectan a los mecanismos de regulación de la plantas, 

ayudándola así tanto a mejorar a nivel de desarrollo y crecimiento, como a mejorar su 

resistencia a la desecación, permitiéndoles superar periodos prolongados de estrés sin que 

pongan en riesgo su supervivencia (Antoun & Kloepper, 2001, Santamaria & Bayman, 

2005, Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006, Ryan et al., 2008, Nongkhlaw & Joshi, 

2014).  

Conviene resaltar que existen también más entornos ligados a la relación planta-

microorganismo, como es el caso de la filosfera, o zona de influencia de las hojas y 

foliolos de una planta o la antosfera o zona de influencia de las flores e inflorescencias 

vegetales, donde pueden establecerse microorganismos igualmente beneficiados (figura 

1) (Osono, 2008, Kristin & Miranda, 2013). 
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Figura 1. Zonas de influencia de microorganismos beneficiosos. Se muestran las 

zonas de colonización preferente para la interacción planta-microorganismo: en rojo, la 

rizosfera; en verde, la filosfera; y en azul, la antosfera. 

 

En algunos casos estas relaciones se han llegado a especializar fuertemente como en el 

caso de algunos hongos micorríticos que crean arbúsculos dentro de las células vegetales 

(MA, micorriza arbuscular, como las formadas por el género Glomus) y/o bacterias que 

únicamente son capaces de realizar simbiosis con un tipo específico de planta hasta el 

nivel de tener estructuras especializadas para dicha relación (nódulos, ensanchamientos 

de la raíz, etc.). En otros casos, el microorganismo es capaz de establecer relaciones más 

amplias en número de plantas como ocurre con algunas cepas de los géneros 

Pseudomonas, Achromobacter o Azospirillum, pudiendo suponer un inoculante de mayor 

interés a nivel comercial, ya que aportan mecanismos de captación de nutrientes válidos 

para un amplio rango de plantas (Rothballer et al., 2003, Couillerot et al., 2010). Por su 

parte, las plantas suelen aportar una mejora del hábitat y una serie de nutrientes o 

sustancias compatibles que facilitan la resiliencia de los microorganismos rizosféricos. 

Por tanto, la condición quid pro quo es siempre una constante para estas interacciones 

(Schweitzer et al., 2008, Bonfante & Anca, 2009, Lambers et al., 2009).  

En el caso de los hongos, estos suelen modificar con éxito la arquitectura radicular 

(aumentan la lateralidad para acceder a todas las fuentes de agua) y resistencia al estrés 

ambiental; sin embargo, normalmente se trata de especies con dificultades en cuanto a la 
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producción para uso en campo a nivel comercial o de distribución, ya que requieren del 

uso de raíces frescas in vitro para su réplica y mantenimiento (Koltai, 2010). Igualmente 

presenta dificultades de colonización ante suelos fertilizados con fosfatos (Nouri et al., 

2014). Por su parte las bacterias son muy eficientes en sus simbiosis con plantas y 

presentan menos dificultades de producción y distribución (Nelson, 2004). Por contra, los 

medios de cultivo suelen ser más caros y no todas afrontan igual largos periodos de 

almacenaje. De cualquier forma, ambos tipos de microorganismos pueden ser 

recomendables dependiendo de cada caso e incluso hay situaciones en las que los mejores 

resultados se obtienen coinoculando ambos (Bonfante & Anca, 2009, Koltai, 2010). 

 

2.3. BPCPs y sus mecanismos de acción 

Kloepper definió las BPCP o PGPR (bacterias promotoras del crecimiento en plantas, de 

plant growth promoting rhizobactera, por sus siglas en inglés) a finales de los 70 

(Kloepper & Schroth, 1978). Estas bacterias son capaces de interactuar con plantas 

mejorando su crecimiento, desarrollo e incluso su reproducción (Kloepper, 1978, 

Kloepper & Schroth, 1981).  

El uso comercial de estas cepas está teniendo un gran impacto socioeconómico por su 

mayor compatibilidad con en el medio y por su poder fertilizante comparable al de los 

procesados químicos y, por supuesto, al ser enormemente más seguros a nivel ambiental 

y humano. Tanto es así que, actualmente, las cifras de mercado a nivel global elevan por 

encima de los 5 millones de dólares los ingresos de las empresas que comercializan con 

productos biofertilizantes basados en microorganismos (Markestandmarkets, 2013). Se 

espera de hecho superar los 10 millones de dólares para antes de 2020 según los últimos 

informes. Esta relevancia económica va en auge con las políticas agrarias sostenibles y 

en consonancia con la tendencia internacional creciente de los productos ambientalmente 

sostenibles o de agricultura ecológica. (Markestandmarkets, 2013). 

Estos organismos afectan al crecimiento de la planta de formas muy variadas. por síntesis 

y la cesión de compuestos específicos para las plantas, facilitando la absorción de 

determinados nutrientes del medio ambiente, protegiendo las plantas de ciertas 

enfermedades y/o  por eliminar compuestos tóxicos del suelo que de no ser eliminados 

impedirían el buen crecimiento de la planta (Vilchez & Manzanera, 2011). Por otra parte, 

las BPCPs también aumentan el crecimiento de las plantas a través de la síntesis de 
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enzimas específicas, que inducen cambios fisiológicos en las plantas (Kloepper, 1978, 

Glick et al., 1995, Vogel et al., 1998, Hasan, 2002, Khan et al., 2002, Gray & Smith, 

2004). 

El caso de las fijadoras de nitrógeno, las bacterias aumentan el crecimiento de las 

leguminosas porque fijan N2 atmosférico, elevan la disponibilidad de nutrientes en la 

rizosfera, aumentan la superficie radicular, mejoran otras simbiosis beneficiosas del 

hospedador y reducen o previenen los efectos nocivos de organismos fitopatógenos. Estos 

organismos pueden ser tanto de vida libre como adheridas, formando en algunos casos 

estructuras de interacción complejas (Khan et al., 2002, Zaidi et al., 2004). 

Por otra parte, existen otro tipo de mecanismos que facilitan la adquisición de nutrientes, 

como son la solubilización de fosfatos inorgánicos y la quelación de iones metálicos 

mediante sideróforos (Hider & Kong, 2009). En el primero de los mecanismos, los 

microorganismos solubilizadores se valen de enzimas fosfatasas para hacer soluble y 

disponible el fosforo para las plantas, formas poco accesibles del nutriente fosfato, como 

los fosfatos cálcicos. Por su parte, algunos microorganismos se valen del uso de agentes 

quelantes o sideróforos, capaces de retener iones metálicos en su estructura que, de otra 

forma, no estarían tan disponibles en el suelo por el pH del mismo. El ferricromo o la 

enterobactina son algunos de los más comunes (Rodríguez et al., 2006, Vilchez & 

Manzanera, 2011).  

Sin embargo, el mecanismo más descrito entre los microorganismos beneficiosos es el 

aporte de reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas. Se trata de sustancias que 

influyen sobre el crecimiento y desarrollo general de las plantas. A continuación se 

exponen de manera más concreta algunos de los más estudiados (Gray, 2004, Cassán et 

al., 2009, Sokolova et al., 2011). 

 

2.3.1. Reguladores del crecimiento vegetal (RCV) o Fitohormonas 

Existen siete grandes tipos de fitohormonas. auxinas, giberelinas, citoquininas, 

brasinoesteroides, ácido abscísico, etileno y sus reguladores, y el conjunto ácido 

jasmónico-ácido salicílico, las cuales participan en la regulación del crecimiento, 

desarrollo y defensa de la planta. Dentro de los cinco primeros tipos se encuadran los 

reguladores que modifican el crecimiento y desarrollo, mientras el ácido jasmónico y el 
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salicílico están involucrados en la defensa de la planta y mejora de su resistencia sistémica 

(Kende & Zeevaart, 1997, Tanimoto, 2005). 

 

A. Ácido indol-acético (AIA). Auxinas 

Las funciones de las auxinas en los tejidos vegetales están estrechamente ligadas a la 

elongación celular, fototropismo, geotropismo, dominancia apical, iniciación de la 

formación de la raíz, producción de etileno y al desarrollo de los frutos. El fototropismo 

está influenciado por el transporte de las auxinas y acúmulo de las mismas hacia un lado 

del tallo, generando el movimiento en respuesta a estímulos de luz (Wickremesinhe & 

Arteca, 1996). Por su parte, el geotropismo responde de igual forma a la acumulación de 

las auxinas en las hojas y el tallo en respuesta a la fuerza de la gravedad. El ácido 

indolacético es una de las auxinas más comunes y se biosintetiza a partir del triptófano, 

como se muestra en la figura 2 (Ahemad & Kibret, 2014).  

 

 

Figura 2. Biosíntesis de AIA por bacterias. Rutas de síntesis de AIA por IAM y por 

AIP. Tat, corresponde al enzima triptófano aminotransferasa; IaaM, corresponde al 

enzima triptófano-2-monooxigenasa; IaaH, corresponde al enzima indol-3-acetamida 

hidrolasa; e IpdC, corresponde al enzima indol-3-piruvato descarboxilasa (Modificada 
de Yang y colaboradores (Yang et al., 2007)).  
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La dominancia apical está relacionada con el transporte que reprime el desarrollo de 

brotes axilares laterales a lo largo del tallo. El AIA promueve el desarrollo radicular al 

estimular la lateralización de la raíz en esquejes y su diferenciación, lo cual es evidente 

con la aplicación exógena de auxinas (Salisbury, 1994, Wickremesinhe & Arteca, 1996, 

Karadeniz et al., 2006, Lecube et al., 2014).  

 

B. Giberelinas (GAs) 

Las giberelinas regulan la elongación del tallo, modifican los procesos reproductivos, 

participan en el control de la inducción de la floración y también colaboran en la 

producción, crecimiento y desarrollo de los frutos. Así mismo, algunas de estas moléculas 

sustituyen los requerimientos de luz o frío que precisan muchas de las semillas para 

germinar. Su biosíntesis se muestra en la figura 3 (Hilton, 1966, Hasan, 2002, Tanimoto, 

2005, Karadeniz et al., 2006, Akter et al., 2014). 

 

Figura 3. Biosíntesis de Giberelinas. Se muestra la ruta de producción de giberalinas. 

Las siglas CDPS, corresponden con el enzima ent-Copalil difosfatooxidasa; KAO, 
corresponde con el enzima ácido ent-Caureno oxidasa. 
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C. Citoquininas (CKs) 

Las citoquininas estimulan la formación de brotes, promueven la división celular, ayudan 

a la germinación, inhiben el alargamiento del tallo, estimulan el crecimiento de los brotes 

laterales y retardan el envejecimiento de las hojas. Se encuentran en altas concentraciones 

en los meristemos y los tejidos en crecimiento hasta donde son traslocados por el xilema 

desde las raíces, desde donde probablemente es sintetizado por la ruta bioquímica de 

síntesis de la adenina (figura 4). La citoquinina más conocida es la zeatina, descubierta 

en la planta de maíz (Zea mays) y se suele estudiar su equilibrio con el ácido abscísico 

para controlar la apertura de los estomas (Hilton, 1966, Purves et al., 2002, Daszkowska-

Golec & Szarejko, 2013, Reguera et al., 2013, Akter et al., 2014).  

 

Figura 4. Biosíntesis de la zeatina. Se muestra la ruta de producción de la zeatina (Z) 

a partir de la ruta de producción de adenina (modificado de Koning, 1994). PFDMA, 
corresponde con el enzima pirofosfato de dimetilalilo. 

 

D. Brasinoesteroides (BS) 

Estos reguladores se han caracterizado en las últimas décadas. Los brasinoesteroides 

estimulan el alargamiento celular, el alargamiento del tubo polínico y la diferenciación 

del tejido vascular. También inhiben el alargamiento de la raíz. Estos 

polihidroxiesteroides están presentes en todos los tejidos vegetales (figura 5). Para 

promover el crecimiento de las plantas, es suficiente un tratamiento con nanogramos de 

brasinoesteroides, por lo que serán de importancia en la agricultura, al aumentar los 

rendimientos de cultivos.  (Leadem, 1987, Purves et al., 2002, Yuan et al., 2010). 
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Figura 5. Biosíntesis de brasinoesteroides. Se muestra la ruta de biosíntesis de la 

brasinolida como brasinoesteroide más común. CAS 1, corresponde con el enzima 

clicloartenol sintasa 1; DWF1, corresponde con el enzima delta-esterol reductasa. 

 

E. Ácido abscísico (ABA) 

El ácido abscísico promueve la acumulación de las proteínas de almacenamiento en 

semillas. Suele estar presente en altas concentraciones en los brotes y semillas latentes, y 

es el inhibidor más común de la germinación de las semillas. También inhibe el 

alargamiento del tallo y regula el intercambio de gases (CO2 y vapor de agua) entre las 

hojas y la atmósfera mediante sus efectos sobre los estomas, ya que estimulan el cierre de 

los mismos conjuntamente con las citoquininas. Generalmente inhiben la función de otras 

enzimas como sucede con las giberelinas (Tran et al., 2007). Su producción aumenta en 

condiciones de estrés y por las bajas temperaturas (Leadem, 1987, Purves et al., 2002, 

Yuan et al., 2010). Su biosíntesis se muestra en la figura 6. 

 

Figura 6. Biosíntesis de ácido abscísico. Se muestra la ruta de biosíntesis de ABA en 

cloroplastos a partir de 9’-cis-Neoxantina como sustrato (modificado de Milborrow, 

2001).  
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F. Etileno 

El etileno es de naturaleza gaseosa y promueve la senescencia. El etileno se produce en 

todas las partes de la planta y está involucrado en la maduración de los frutos, interviene 

en el mantenimiento del polo apical en plántulas, en la diferenciación de la raíz y las 

hojas, en la formación de raíces adventicias, etc. Además, una alta concentración de 

etileno en los tallos provoca la inhibición de diversos procesos y la alteración de funciones 

fisiológicas tales como la asimilación neta de agua, la transpiración y la conductancia 

estomática. El etileno se sintetiza a partir del aminoácido metionina, aunque también se 

puede sintetizar a partir del el ácido aminociclopropano carboxílico (ACC) a partir del 

ciclo de Yang, como se muestra en la figura 7. Este compuesto está presente en todos los 

tejidos de la planta, aunque está más asociado a los frutos (Pallas & Kays, 1982, Leadem, 

1987, Purvers et al., 2002, Manavella et al., 2006).  

 

 

Figura 7. Ciclo de Yang. Se muestra el ciclo de biosíntesis de etileno empleando el 

ACC como precursor y salida del ciclo. 
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Sin embargo, pese a sus efectos positivos, bajo condiciones de estrés su acumulación se 

considera perjudicial para las plantas, produciendo daños generalizados. Se le considera 

el principal inhibidor del crecimiento en condiciones de sequía en plantas. Las 

inundaciones, el frío, las lesiones y el ataque de patógenos también pueden inducir la 

formación de etileno en la planta. Estos estímulos exógenos conducen a la síntesis 

de ACC, el cual se transporta hacia las hojas, donde se oxida produciendo etileno, el cual 

produce epinastia de las hojas (curvatura y marchitamiento), reduciendo su capacidad 

fotosintética y dando lugar a los procesos de inhibición del crecimiento citados, así como, 

en último término a la muerte de la planta si el estrés no revierte (Klee et al., 1991, 

Grichko & Glick, 2001, Li et al., 2009, Plett et al., 2009). 

 

a. Ácido aminocicloporpano-carboxilato (ACC) 

El ACC es fundamental para la biosíntesis del etileno, siendo su principal precursor. El 

ACC se produce por la enzima ACC sintasa a partir de metionina  y se convierte en etileno 

por el enzima ACC oxidasa (Yang & Hoffman, 1984, Kende, 1989, Kende, 1993). 

 

Las bacterias pueden descomponer el ACC obtenido de plantas a través de un proceso de 

desaminación irreversible, mediado por la ACC-desaminasa (enzima que no poseen de 

manera natural las plantas) dando lugar a amoniaco y α-cetobutirato, como puede 

observarse en la figura 8 (Klee et al., 1991, Penrose et al., 2001, Munne-Bosch et al., 

2002, Plett et al., 2009). 

 

 

Figura 8. Degradación de la molécula de ACC. Se muestra el efecto de la ACC 

desaminasa sobre el sustrato ACC, dando cetobutirato alfa y amoniaco como resultado. 

 

 

 



Introducción 

 

21 
 

G. Ácido jasmónico (JA) 

El ácido jasmónico y el jasmonato de metilo tienen un papel importante dentro de las 

respuestas al estrés y de defensa. También se ha comprobado que estos compuestos 

pueden modular procesos como la viabilidad del polen, la maduración de frutos y el 

crecimiento de la raíz (figura 9) (Hilton, 1966, Purves et al., 2002, de Ollas et al., 2013). 

 

Figura 9. Biosíntesis del ácido jasmónico. Se muestra la ruta de síntesis desde uno de 

los sustratos más comunes, el ácido linoleico. OPC-8, corresponde con la molécula 

intermediaria ácido (1R, 2S)-3-oxo-2-[(Z )pent-2-enil]-ciclopentano-1-octanoico.  

 

 

H. Ácido salicílico (SA) 

El ácido salicílico tiene una gran importancia en la resistencia natural de las plantas contra 

patógenos e insectos herbívoros, así como en funciones de desarrollo estructural, 

germinación de semillas e incluso controlando otras fitohormonas. Por otra parte, también 

está involucrada en procesos de resistencia al estrés abiótico controlando expresión de 

genes de senescencia y la apertura-cierre de estomas (Vlot et al., 2009, Fayez & Bazaid, 

2014, Jing et al., 2015). Su biosíntesis se muestra en la figura 10. 

 

 

Figura 10. Biosíntesis del ácido salicílico. Se muestra la ruta de síntesis desde el 
sustrato shikimato. PAL, corresponde con el enzima fenilalanina amonio-liasa.  
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2.4. Bacterias xerotolerantes. Protección frente a la sequía en plantas  

Los microorganismos son el conjunto de seres vivos que con mayor eficiencia  logra 

superar periodos de sequía así como otros múltiples estreses abióticos ambientales. Entre 

ellos se encuentran algunas de las formas de vida más resistentes, ante la falta de agua, 

que se denominan anhidrobiontes. Así pues, los organismos anhidrobiontes serían 

aquellos capaces de sufrir una desecación total o casi total, suspender sus procesos vitales 

y volver a recuperar los mismos una vez el agua vuelva a estar accesible. Entre ellos, 

hongos y bacterias son grupos altamente resistentes, por lo que son un recurso interesante 

a la hora de tratar de paliar los efectos de la misma sobre plantas, principalmente en 

agricultura y silvicultura. (Chen & Alexander, 1973, Marulanda et al., 2009, Garcia, 

2011). 

En nuestro grupo se ha puesto a punto el aislamiento de cepas bacterianas tolerantes a la 

desecación, mediante tratamiento con disolventes orgánicos como agentes selectivos. El 

cloroformo y la acetona disuelven las membranas celulares de los microorganismos que 

no están protegidos por xeroprotectores insolubles en solventes orgánicos, lo que permite 

simular condiciones de alto estrés ambiental (Manzanera et al., 2002, Vílchez et al., 

2008). Con esta metodología, se llevó a cabo un aislamiento de microorganismos de las 

proximidades de raíces de adelfa (Nerium oleander) en un suelo que no había recibido 

riego ni lluvia en más de tres meses. En este estudio se aislaron las cepas bacterianas, 

Microbacterium sp. 3J1, Arthrobacter koreensis 5J12A, Rhodococcus sp. 4J2A2, 

Leucobacter sp. 4J7B1 y Arthrobacter siccitolerans 4J27, entre otras que mostraron 

niveles de tolerancia a desecación muy altos. Todas ellas fueron asignadas 

taxonómicamente a la clase Actinobacteriae y al orden Actinomycetales, que representan 

uno de los taxones más resistentes a desecación (Narváez-Reinaldo et al., 2010).  

 

2.4.1. Bacterias rizosféricas ante el estrés por desecación  

Este tipo de bacterias se englobaría dentro de las llamadas bacterias de reguladoras de la 

homeostasis en estrés de plantas o BRHEP (PSHB, plan stress homeostasis-regulating 

bacteria, por sus siglas en inglés) (Cassán et al., 2009, Bashan & de-Bashan, 2010).  

Se conoce poco sobre el número de cepas capaces de auxiliar a la planta ante condiciones 

abióticas estresantes. De igual modo, los mecanismos involucrados están aún por 

describirse a nivel proteómico, metabolómico y transcriptómicos, lo que ayudaría a 
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comprender mejor las interacciones y establecer posibles modificaciones futuras para 

aprovechar más eficientemente este tipo de relaciones beneficiosas (Bakker et al., 2013, 

Timmusk et al., 2014).  

 

2.4.2. Cepas xerotolerantes como biofertilizantes 

Se han caracterizado determinadas cepas xerotolerantes por ser capaces de aportar a las 

plantas una serie estimulantes, incluyendo la producción de ciertas fitohormonas, 

producción de xeroprotectores, etc., para determinadas condiciones estresantes. Dichos 

estímulos externos pueden estimular la producción de mecanismos de resistencia, el 

crecimiento de determinadas estructuras vegetales e incluso tener un uso más eficiente 

del agua. A continuación describimos con más detalle algunos de estos mecanismos 

(Glick, 1995, Sziderics et al., 2007, Marulanda et al., 2009, Reinhold-Hurek & Hurek, 

2011).  

 

2.4.3. Mecanismos de acción  

A. Fitohormonas 

Normalmente, bajo condiciones normales, las fitohormonas están relacionadas con 

procesos de promoción de crecimiento y desarrollo, así como con procesos de floración 

y fructificación. Sin embargo, en condiciones de estrés intenso, las fitohormonas asumen 

funciones importantes en el control de las pérdidas de agua, mejora de la eficiencia de las 

estructuras foliares y radiculares o mejora en el acceso a distintas fuentes de agua (Gibson, 

2004, Skirycz & Inzé, 2010). 

Los mecanismos de emergencia son los más habituales, pero no suelen ser suficientes 

para superar determinados eventos; sin embargo, existen tipos de fitohormonas que 

alteran determinadas rutas metabólicas y la producción de ciertos metabolitos para  

gestionar más eficientemente el agua disponible, así como para evitar su pérdida (Schmelz 

et al., 2003, Gibson, 2004). 

Como se refleja anteriormente, algunas cepas bacterianas son capaces de modificar la 

concentración de estas fitohormonas para hacer que la planta crezca y se desarrolle más 

rápidamente; adicionalmente, bajo condiciones de sequía, pueden alterar sus funciones 
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habituales para mejorar la resistencia de la planta. Así, como podemos observar de manera 

esquemática en la figura 11, algunas cepas son capaces de controlar uno o varios de los 

sistemas de regulación vegetal: 

 ACCd-Etileno. Las bacterias que disponen de la enzima ACC deaminasa son 

capaces de intervenir en el ciclo del etileno consumiendo el precursor, el ácido 

aminociclopropano carboxílico (ACC). De esta forma evitan altas 

concentraciones de etileno y efectos deletéreos a medio-largo plazo (Munne-

Bosch et al., 2002, Onofre-Lemus et al., 2009).  

 

 Balances. También son capaces de ejercer un efecto sobre las rutas de resistencia 

típicas, sobreexpresando determinados intermediarios como ocurre con los 

equilibrios del ácido abscísisco-citoquininas para controlar la apertura-cierre de 

los estomas. En este caso, las bacterias son capaces de producir mayor cantidad 

de abscísico o citoquininas para regular las concentraciones de los mismos más 

eficientemente y adaptarlos según los niveles de estrés ambiental (Karadeniz et 

al., 2006, Tran et al., 2007, de Ollas et al., 2013).  

 

 Aporte a rutas. El aporte de otras fitohormonas habituales como los 

brasinoesteroides, auxinas o giberelinas bajo condiciones de estrés es un 

mecanismo recurrente. Los brasinoesteroides son capaces de mejorar la 

elongación de las células y mejorar la conductancia, haciendo que el contenido de 

agua no se pierda innecesariamente. Por su parte, las auxinas como el ácido 

indolacético inducen a la planta a mejorar su la arquitectura foliar para disminuir 

la exposición y las pérdidas por transpiración; de igual modo, son capaces de 

mejorar la lateralización y estructura de captación de agua a nivel radicular. Por 

último, las giberalinas mejoran la producción radicular terciaria para acceder a 

fuentes de agua menos accesibles (Tanimoto, 2005, Yuan et al., 2010, Akter et 

al., 2014). 
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Figura 11. Principales fitohormonas aportadas por BPCPs en condiciones de 

estrés hídrico. Efectos de las fitohormonas más comunes aportados por BPCPs ante 

situaciones de sequía y su influencia en la homeostasis de la planta (Modificado de 
Yang y colaboradores, 2009). 

 

B. Osmoprotectores, solutos compatibles y osmolitos 

La producción de solutos compatibles es la opción más común en la mayoría de plantas 

contra sequía, la congelación y, sobre todo, frente a la alta concentración de sales. Las 

moléculas que protegen a las plantas contras estreses incluyen azúcares, polialcoholes, 

aminoácidos o solutos metilados. Algunas de dichas combinaciones son exclusivas de 

cada tipo de planta, pero la mayoría suelen ser combinaciones comunes. Como en el caso 

de las fitohormonas, estas mezclas varían enormemente en efectividad y, normalmente, 

las que sintetizan plantas no tolerantes a la desecación suelen ser más costosas de producir 

y menos eficientes. Sin embargo, en ocasiones pueden producir otros tipos de 

combinaciones al carecer de determinados enzimas o de rutas completas. En estas 

ocasiones, el aporte bacteriano puede ser de vital importancia (Yoshiba et al., 1997, 

Chaves et al., 2009).  
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Por otra parte, estas moléculas no solo mantienen equilibrios homeostáticos y retienen 

agua, sino que participan de otros procesos como la lucha contra las especies reactivas 

del oxígeno o la protección de estructuras vitales y secundarias de la planta. De este modo, 

moléculas como la trehalosa, a parte de un potente osmorregulador, se trata de una 

molécula reguladora de otras fitohormonas e incluso regula la expresión de genes 

involucrados en funciones antioxidantes (Schluepmann et al., 2004, Bae et al., 2005, 

Nounjan et al., 2012). Nuevamente, el tipo de combinación o una ligera variación en las 

concentraciones de la misma, pueden ayudar a mejorar la resistencia en plantas con baja 

tolerancia mediante el aporte de sustratos iniciales, metabolitos intermediarios o incluso 

productos finales inaccesibles para las plantas por su fondo genético (Rodríguez-Salazar 

et al., 2009, Sandhya et al., 2010). 

 

C. Moléculas anti-especies reactivas del oxígeno (ERO o ROS) 

La falta de agua provoca daños causados por especies reactivas del oxígeno, sobre todo 

en los sistemas de respiración, rutas metabólicas básicas, estabilidad genómica, de 

membranas u orgánulos. En situaciones de estrés, aumenta la expresión de enzimas 

relacionadas con la respiración y con la regulación de moléculas oxidantes (ATPasas, 

transferasas) o de metabolitos para contrarrestar el efecto de dichos oxidantes (ácido 

felúrico o el L-aspartato) (Wingler et al., 1999, Mathew & Abraham, 2004). 

Las plantas resistentes acumulan menos moléculas antioxidantes, siendo la mayoría de 

estas moléculas muy especializadas como chalconas, diadzeina, apigenina, isoleucina, 

prolina, N-acetilglucosamina, ácido cafeico, quínico o maolico o incluso azúcares 

multifunción como la rafinosa. Estas moléculas estabilizan las estructuras celulares de 

manera más eficiente. De esta forma, el gasto energético para evitar daños sobre 

moléculas y estructuras se controla mejor y evita excesos innecesarios por parte de la 

planta (Tattini et al., 2004, Dao et al., 2011). 

 

D. Protección de estructuras 

Las plantas inoculadas con determinadas cepas bacterianas acumulan sustancias 

específicamente relacionadas con el control del tamaño y la división celular (menor 

superficie expuesta a pérdida de agua), así como en la formación de estructuras más 

resistentes ante eventos de estrés por desecación. En plantas no tolerantes se encuentran 
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altas concentraciones de moléculas protectoras como el sinapaldehído o el ácido p-

cumárico, que normalmente conducen a la formación de estructuras más afinadas y las 

vuelven más rígidas. Sin embargo, en plantas tolerantes, las moléculas sintetizadas, 

además, suelen tener otras funciones como osmolitos o anti-ROS, como ocurre con el 

ácido sinápico o el ácido glucurónico (Bohnert et al., 1995, Anastassiadis & Morgunov, 

2007, Alvarez et al., 2008, Kaur et al., 2012). 

 

E. Señalización 

Los sistemas de señalización ante la sequía son los mecanismos implicados en transmitir 

la información del estado del medio externo al medio interno para que la planta sea capaz 

de ejecutar una respuesta tal que garantice su supervivencia. Para llevar a cabo dichas 

respuestas, la planta debe contar con un sistema de receptores y efectores bien adaptados 

a la escasez de agua. De no ser así, las respuestas genéricas serían la única barrera ante 

los estímulos estresantes del medio. De la especificidad de estos mecanismos va a 

depender en buena parte la viabilidad y perdurabilidad de la planta ante la sequía. De 

hecho, las plantas más tolerantes son también aquellas que mejor y más eficientemente 

regulan sus sistemas de señalización. Así, no sólo va a ser importante tener buenos 

mecanismos de homeostasis, sino una serie de mecanismos de detección y canalización 

de los eventos externos. Sin embargo, en general, los mecanismos que se dan en 

condiciones de interacción planta microorganismo han de describirse con más 

profundidad. Algunos ejemplos muy interesantes son los estudios sobre las altas 

concentraciones de moléculas como leucina, adenosina y otras sustancias relacionadas 

con la respuesta rápida y la activación de rutas, como la del ABA o de ciclos energéticos 

(glucolisis, Krebs), cuando dichas plantas son inoculadas con microorganismos. De igual 

modo, la concentración de determinados azúcares o ácidos orgánicos puede actuar 

también como señal externa para atraer microorganismos beneficiosos, como ocurre con 

la producción de naringenina en condiciones de estrés abiótico (Weretilnyk et al., 2001, 

Kang et al., 2002, Lee, 2008). 

Algunas de dichas moléculas diana involucradas son la serina, la histidina (promueve el 

cierre drástico de los estomas desequilibran el balance ABA-CK) o la ribosa (molécula 

señal relacionada con la síntesis de ABA). En el caso de la serina, ante condiciones de 

sequía, forma parte de sistemas de fosforilación-defosforilación específicos (por 
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fosfatasas tipo 2A o PP2A), que regulan cascadas de señalización relacionadas con la 

producción de proteínquinasas e incluso con la represión o activación de determinados 

genes relacionados con el estrés abiótico mediante factores de transcripción como últimos 

componentes de dichas cascadas. Sin embargo, la principal molécula señal detectada en 

estas condiciones es el ácido gamma-aminobutírico o GABA, que se ha descrito como la 

molécula señal de plantas más común ante sequía intensa. El GABA es un osmolito 

efectivo, pero si su concentración aumenta y se acumula en las células a lo largo de un 

proceso de sequía, puede convertirse en un mal regulador ya que favorece la activación 

del ciclo de etileno, mediante la regulación de la síntesis de su principal precursor en 

casos de estrés, el ACC (Kathiresan et al., 1997, Roberts, 2007, Tran et al., 2007, País et 

al., 2009, Akcay et al., 2012). 

 

3. Bioinoculantes contra el estrés. Condicionantes de uso 

3.1. Función bioinoculante 

Las BPCPs pueden usarse como inoculantes para mejorar la eficacia en el desarrollo y 

resistencia de vegetales. Sin embargo, la interacción planta-microorganismo va a 

depender de la especie vegetal, condiciones del suelo, estreses ambientales, etc., incluso 

dentro de estas condiciones, existen grandes diferencias entre cada cepa y entre el efecto 

generado. Lo más habitual es encontrar productos por cultivares con cierta cercanía 

filogenética, como por ejemplo las cepas del género Bacillus para el tratamiento de las 

plantas del género Solanum, o incluso para familias de plantas, como ocurre con los 

inoculantes para leguminosas (Ellis et al., 1984, Van Rhijin & Vanderleyden, 1995, 

Kokalis–Burelle et al., 2002, Mayak et al., 2004, Prell et al., 2009).  

La especificidad de la interacción de la planta con el microorganismo puede deberse a 

una mayor afinidad y facilidad de colonización de la bacteria, o bien a que las cepas 

pueden tener mecanismos mejores para reconocer determinadas señales de una planta en 

concreto; o incluso existen otros puntos de colonización, ya sean radiculares, foliares u 

otros. Por su parte, a nivel de microorganismo, casi cada cepa va presentar distinta 

eficiencia ante las mismas situaciones (Ellis et al., 1984, van Elsas & Heijnen, 1990, Paul 

& Lade, 2014).  

Los niveles de expresión de fitohormonas como ácido indolacético o ácido giberélico 

varían mucho entre especie. Sin embargo, estos niveles pueden depender fuertemente de 
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las condiciones ambientales o del nivel nutricional de la cepa. De este modo, por ejemplo, 

muchas cepas son capaces de producir ACC desaminasa, como Pseudomonas putida 

KT2440, y, pese a ello, no reflejan un buen aporte de la misma bajo estrés por sequía bajo 

la interacción con una planta hospedadora ya que no toleran bien las dichas condiciones 

(Fahad et al., 2015). Esto se debe a que en numerosas ocasiones intervienen varias rutas 

simultáneamente, ya que, en su mayoría, las rutas relacionadas con la resistencia, pueden 

ser parte de otras que cubran necesidades metabólicas ajenas al estrés. A mayor número 

de rutas implicadas y mayor relación entre ellas, más probable es que la tolerancia a la 

sequía del organismo sea mayor (Fahad et al., 2015). 

Para un uso comercial se han de superar los ensayos de laboratorio y de invernadero, esto 

implica el empleo de uso de sustratos y ambientes no estériles, luminosidad y humedad 

no controlada, y exposición a agentes biológicos (Liddell & Parke, 1989, Beneduzi et al., 

2012, Jarak et al., 2012). De igual modo, se han de llevar a cabo una serie de ensayos de 

campo (al menos en tres años distintos) que garanticen una aplicación realista. En estas 

situaciones, el control sobre los factores ambientales es muy bajo, siendo la fase más 

compleja y difícil de superar (Olmedo & Thuar, 2000, Jarak et al., 2012). Las condiciones 

de liberación, la competencia y la dispersión en sustratos naturales van a influenciar 

definitivamente en los resultados que se obtengan (Liddell & Parke, 1989, Martínez-

Viveros et al., 2010 

En los ensayos de campo los agentes biológicos son más variados y su efecto más intenso. 

Las condiciones atmosféricas de temperatura, intensidad lumínica, humedad relativa y 

viento, son prácticamente incontrolables y van a afectar severamente a la interacción 

planta-microorganismo (Babalola, 2010). Sin embargo el pH, la carga de 

microorganismos indígenas, las poblaciones de organismos antagonistas, etc., van a ser 

las que más afecten a la estabilidad del inoculante. Las variaciones en todos los 

parámetros citados, a lo largo del año exigen un estudio a lo largo de varios periodos 

diferentes de tiempo, entendiéndose un mínimo de 3 años consecutivos con buenos 

resultados como requisito necesario para asegurar un inoculante como biofertilizante y, 

como protector efectivo contra estreses abióticos (Çakmakçi et al., 2006). Es conveniente 

emplear diferentes combinaciones de microorganismos, cada uno con características 

nutricionales específicas más adecuadas para las diferentes fases fenológicas del cultivo 

(Schippers et al., 1987, Malusá & Vassilev, 2014).  



Introducción 

 

30 
 

Los estudios de persistencia en el medio permiten un mejor uso de los inoculantes ya que, 

pese a aislarse del suelo, no todas las cepas responden igual a las poblaciones 

preexistentes, por masiva que sea su introducción en el medio, llegando a ser 

contraproducente. Así, es necesario asegurar un buen contacto con la planta y un tiempo 

mínimo en el medio que asegure una buena interacción (Ellis et al., 1984, De Leij et al., 

1995, Bergsma-Vlami et al., 2005, Kokalis-Burelle et al., 2006). 

3.2. Formulaciones 

La formulación es fundamental para el correcto funcionamiento de un inoculante. Las 

formas de aplicación más comunes son líquido, gel, turba-esfagno o polvo, que se pueden 

aplicar recubriendo semillas o como aporte directo al suelo, dependiendo de la facilidad 

de empleo de la maquinaria a utilizar o la época del año en que se suministren (Smith, 

1995, Stephens & Rask, 2000, Trivedi et al., 2005, Malusá et al., 2012).  

Las formulaciones líquidas de base acuosa u oleosa suelen ser las más costosas por la 

necesidad habitual de refrigeración, por el almacenamiento y el transporte y por el precio 

en sí del disolvente o caldo, así como por verse más afectadas por contaminaciones o 

desecación; sin embargo, son a su vez las más fáciles de aplicar por ajustarse bien a la 

distribución con camiones y sembradoras (Stephens & Rask, 2000). Los basados en turba 

no son tan comunes pero supusieron las primeras formulaciones con cierto éxito de 

aplicación (Nobbe & Hiltner, 1896). Se comenzaron a usar en Estados Unidos muy 

temprano y durante muchos años fueron la única formulación comercial para uso en 

campo. Pese a ser casi inerte, orgánico y biodegradable, tiene problemas como la 

dificultad de ajustar los inoculantes en número propicio, así como que el aglutinante 

necesario (leche en polvo, miel, refresco de cola) requiere ajustes continuos ya que no 

existe uno de uso general que funcione bien en todas las condiciones. Por su parte las 

semisólidas o en forma de polvo o granulares permiten una inoculación de precisión desde 

la semilla o para su aplicación directa al suelo como aporte externo. Existen multitud 

combinaciones de cargadores o coadyuvantes a nivel comercial, como carboximetil 

celulosa, almidón, arcillas inocuas, alginato, leche en polvo, talco, etc. Sin embargo, su 

efectividad va a depender fuertemente de la capacidad de la cepa de regenerarse desde la 

cápsula, pastilla o gránulo. Pese a ello, son habitualmente formulaciones costosas en su 

fabricación, no así en su mantenimiento-transporte. En cualquier caso, toda formulación 

debe adaptarse a las necesidades homeostáticas y nutritivas de la cepa, para garantizar un 
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tiempo mínimo de resiliencia en el suelo, así como a las condiciones específicas de planta 

y medio. Existe gran variedad de formulaciones y preparados para corto y medio plazo 

que se ajustan bien a periodos de reinoculación. Sin embargo, existen pocas preparaciones 

a largo plazo debido a la dificultad de mantener la viabilidad y efectividad (Nobbe & 

Hiltner, 1896, Bashan, 1998, Chakraborty et al., 2009, Fernandes Junior et al., 2009). 

Cuando se emplean inoculantes para la protección frente a sequía, los procedimientos de 

reinoculación deben ajustarse aún más específicamente. En esta situación, debe 

reinocularse ‘a demanda’, de forma que se garantice inoculante sin emplear en exceso, 

dado que eso no va a mejorar su efectividad. Monitorizar el estado de los inoculantes 

tanto en las plantas como en el suelo es la mejor forma de planificar los tiempos de 

reinoculación (Smith, 1995, Stephens & Rask, 2000, Malusá & Vassilev, 2014). 

 

3.3. Bioseguridad 

Pese a que se está empezando a trabajar por aunar los conceptos alrededor de qué se 

considera un biofertilizante a nivel legal, así como en la calidad de los mismos, apenas 

existen reseñas a la seguridad de su aplicación. El Reglamento Europeo (CE) No. 

2003/2003 tiene por objeto regular el uso correcto de los materiales destinados 

principalmente para proporcionar nutrientes a las plantas. Algunas propuestas como la de 

Malusá y Vassilev en 2014, recomiendan recoger en el etiquetado de los productos 

información adicional y/o precauciones en caso de ser necesario ya que hay poco control 

sobre los efectos ambientales. Actualmente la legislación se encuentra en proceso de 

cambio y tanto el Parlamento Europeo como el Consejo de la Unión Europea están 

trabajando para llegar a uniformar una legislación para el año 2017. Este creciente interés 

surge de la necesidad de desarrollar conceptos como los recogidos en el Reglamento 

Europeo (CE) No. 1107/2009, donde se hace referencia a ‘los productos fitosanitarios que 

pueden entrañar riesgos y peligros para los seres humanos, los animales y el medio 

ambiente, en particular si se comercializan sin haber sido controlado y autorizado, o si se 

utiliza incorrectamente’. Además reconoce la necesidad de aunar criterios a la hora de 

hacer un uso eficiente y controlado de dichos productos (Pliego et al., 2011, Malusá & 

Vassilev, 2014). 
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Pese a la efectividad de muchas cepas fertilizantes, y del conocimiento cada vez mayor 

de los mecanismos implicados en la promoción del crecimiento en plantas, existe otro 

factor más a controlar antes de una aplicación real, la bioseguridad de dichas cepas tanto 

a nivel ambiental como animal y humano (Wynne, 1992, Berg et al., 2005, Berg, 2009, 

Selvakumar et al., 2014, OECD, 2015). 

Las cepas susceptibles de convertirse en inoculante se identifican taxonómicamente, 

principalmente con técnicas ligadas al ADN del microorganismo (identificación por gen 

codificante del ARNr 16S), para posteriormente clasificarse por grupos de riesgo, los 

cuales indican su grado de seguridad (Berg et al., 2005). El trabajo sólo continuaría con 

las cepas clasificadas como de riesgo 1. Sin embargo, antes de registrarse como producto 

debe asegurarse su inocuidad real mediante pruebas de patogenicidad y ecotoxicidad con 

objeto de evitar usar cepas que entrañen el mínimo riesgo sobre la salud o el medio 

ambiente. Entre dichos ensayos, destaca el de Caenorhabditis elegans como modelo para 

evaluar el potencial patógeno de las cepas a inocular. Actualmente este último ensayo se 

ha venido usando  sobre todo con aquellas cepas con características aptas para el control 

biológico. Además de dichas pruebas, hay que conocer bien si las cepas se valen de 

mecanismos como la producción de antibióticos o de otros compuestos tóxicos o 

perniciosos a varios niveles ecológicos (Egamberdieva et al., 2008, Zachow et al., 2009). 

A nivel de ecosistema que puede afectarse, se incluyen una amplia gama de organismos 

micro y macroscópicos involucrados, desde microfauna bacteriana y fúngica, protozoos, 

nematofauna, anélidos, insectos y otros invertebrados, pequeños mamíferos y escalones 

superiores (Stephens & Rask, 2000, Kohler, 2008). 

Numerosos estudios que muestran como plantas y microorganismos transgénicos son 

capaces de mejorar la resistencia ante la desecación. Ante esta situación, también se han 

tratado de identificar posibles efectos en el medio que confirmen su seguridad 

(transferencia horizontal de genes, influencia en el desarrollo de plantas silvestres, etc.) 

(Andow & Zwahlen, 2006, Ashraf, 2010, Gaudin et al., 2013). Sin emabrgo, estos 

estudios son escasos para las cepas promotoras empleadas como inoculantes y como 

protectoras frente a desecación. La mayoría de los estudios evalúan la influencia del 

inoculante sobre las poblaciones bacterianas. Algunos de los estudios más completos han 

usado como cepas de referencia algunas de los géneros Bacillus, Burkholderia o 

Pseudomonas (De Leij et al., 1995, Bergsma-Vlami et al., 2005). El uso de aquellas cepas 
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con producción de sustancias tóxicas o sustancias antibióticas (por ejemplo, el complejo 

Bcc de género Burkholderia), deben estar especialmente controladas (Bergsma-Vlami et 

al., 2005, Fernando et al., 2006, Li et al., 2013)  

Debe considerarse así mismo la posibilidad de que se produzcan los lixiviados y drenajes, 

sobre todo en casos de uso excesivo o mal planificado. Dichos eventos pueden alcanzar 

los sistemas ecológicos acuáticos, pudiendo verse afectados otras bacterias, hongos, algas 

o pequeños invertebrados por los inoculantes empleado (Wynne, 1992, Kriebel et al., 

2001, Purvers et al., 2002, Berg, 2009). 

 

3.4. Monitorización 

La persistencia de un inoculante en el medio es un parámetro básico a nivel de seguridad 

y efectividad. Así, el recuento de células viables tras una inoculación sería la técnica más 

básica y menos precisa. Una técnica más refinada consiste en marcar las cepas con algún 

gen bioluminiscente o con etiquetado de fluorescencia (genes luc o codificantes para 

proteínas fluorescentes), aunque esta técnica no puede usarse fuera de un ambiente 

controlado y es orientativa. Por último, puede acudirse a la amplificación de genes 

específicos aplicando la técnica de amplificación cuantitativa o qPCR. En el caso de 

situaciones de estrés por sequía, se puede elegir genes relacionados con la resistencia a la 

misma que sean específicos para la evaluación (Bohlool & Schmidt, 1973, Ellis et al., 

1984, Miethling et al., 2000, Henry et al., 2004, Fierer et al., 2005, Belimov et al., 2007, 

Acosta-Martínez et al., 2008, Couillerot et al., 2010, Rolli et al., 2015). 

Con la combinación de varias técnicas relativamente sencillas y rápidas, se puede poner 

a punto un sistema de monitorización adecuado que permita predecir cambios importantes 

y, de este modo, facilitar que se apliquen las medidas necesarias de puesta a punto. Esta 

situación permite actuar con anticipación y dar una respuesta rápida en un proceso de 

inoculación para protección vegetal efectivo (Miethling et al., 2000, Kokalis–Burelle et 

al., 2002).  
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1. Cepas bacterianas 

Las cepas bacterianas empleadas en la experimentación llevada a cabo en esta tesis fueron 

aisladas por Narváez-Reinaldo y colaboradores (Narváez-Reinaldo et al., 2010) como 

cepas tolerantes a la desecación, e incluyeron a las cepas Microbacterium sp. 3J1, 

Arthrobacter koreensis 5J12A, Rhodococcus sp. 4J2A2, Arthrobacter siccitolerans 4J27 

y Leucobacter sp. 4J7B1. Las cepas control empleadas en los diferentes ensayos se 

resumen en la tabla 1. 

 

Cepa Ensayo Control Referencia 

Escherichia coli MC4100 Sensibilidad microbiana Negativo Small y col. 1994 

Vibrio fischeri NRRL B-11177 Microtox Negativo Onorati y col. 2004 

Escherichia coli OP50 Patogenicidad sobre C. elegans Negativo Darby y col. 1999 

Pseudomonas aeruginosa PA14 Patogenicidad sobre C. elegans 

Microtox 

Ecotoxicidad sobre Daphnia magna 

Patogenicidad sobre Mus musculus 

Positivo Ruiz-Díez y col. 2003 

Stelma y col. 1987 

Serratia marcescens BS 303 Promoción crecimiento en plantas 

 

Positivo Nongkhlaw y Joshi 2014 

Serratia proteamaculans PADG 3630 Sensibilidad microbiana 

Patogenicidad sobre C. elegans 

Ecotoxicidad sobre C. carnea 

Ecotoxicidad A. bipuctata 

Microtox 

Ecotoxicidad sobre Daphnia magna 

Patogenicidad sobre Mus musculus 

Promoción crecimiento en plantas 

Positivo Meca y colaboradores 2009 

Nongkhlaw y Joshi 2014 

 

Serratia entomophila CIP102919 Ecotoxicidad sobre C. carnea 

Ecotoxicidad A. bipuctata 

Ecotoxicidad sobre E. foetida 

Promoción crecimiento en plantas 

Positivo Meca y col. 2009 

Rosenheim 1998 

Nongkhlaw y Joshi 2014 

 

Pseudomonas fluorescens IABPF05 Bioseguridad-Promoción crecimiento Positivo Este trabajo 

Bacillus subtilis IABBS05 Bioseguridad-Promoción crecimiento Positivo Este trabajo 

Azotobacter vinelandii IABAV02 Bioseguridad-Promoción crecimiento Positivo Este trabajo 

Rhizobium legominosarum IABRL05 Bioseguridad-Promoción crecimiento Positivo Este trabajo 

Microbacterium foliroum P333/02 

(DSM 12966) 

Taxonómicamente cercana a 

Microbacterium sp.  3J1 

Positivo Este trabajo 

Microbacterium phyllospherae 

P369/06 (DSM 13468) 

Taxonómicamente cercana a 

Microbacterium sp.  3J1 

Positivo Este trabajo 
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Arthrobacter koreensis CA15-8 (DSM 

16760) 

Taxonómicamente cercana a A. 

koreensis 5J12A 

Positivo Este trabajo 

Arthrobacter luteolus CF25 

(DSM13067) 

Taxonómicamente cercana a A. 

koreensis 5J12A 

Positivo Este trabajo 

Pseudomonas putida KT2440 Ecotoxicidad sobre Daphnia magna 

Promoción crecimiento en plantas 

Solubilización de fosfatos, 

sideróforos, fitohormonas, formación 

de biopelículas 

- 

Sensibilidad microbiana 

Ecotoxicidad sobre C. carnea 

Ecotoxicidad A. bipuctata 

Ecotoxicidad sobre E. foetida 

Microtox 

Patogenicidad sobre Mus musculus 

Positivo 

- 

Negativo 

Manzanera y col. 2002 

Nelson y col. 2002 

Vílchez y col. 2008 

Wang y col. 2014 

Vílchez y col. 2015 

Burkholderia cepacia CC-A174 Sensibilidad microbiana 

Patogenicidad sobre C. elegans  

Microtox 

Ecotoxicidad sobre Daphnia magna 

Patogenicidad sobre Mus musculus 

Promoción crecimiento en plantas 

Solubilización de fosfatos, 

sideróforos, fitohormonas 

- 

Ecotoxicidad sobre C. carnea 

Ecotoxicidad A. bipuctata 

Ecotoxicidad sobre E. foetida 

Positivo 

- 

Negativo 

Nacamulli y col. 1997 

Baldwin y col. 2004 

Li y col. 2013 

Vílchez y col. 2015 

 

Tabla 1. Cepas control. Se muestran las cepas empleadas como controles en los 

diferentes ensayos y del tipo que son, positivo o negativo, para cada uno de ellos. 

 

 

2. Medios de cultivo 

La composición de los medios de cultivo utilizados durante el desarrollo de este trabajo 

se describe a continuación. Todos ellos se esterilizaron en autoclave por calor húmedo a 

120oC durante 30 min. y 1 atmósfera de presión, o por filtración usando filtros de 0.22 

µm de diámetro de poro. 
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2.1. Medios enriquecidos 

Como medios habituales de crecimiento de las cepas bacterianas se utilizaron Tryptone 

soya agar (TSA) como medio sólido y Tryptone soya broth (TSB) como medio líquido 

(OXOID). La composición de TSA fue la siguiente. triptona, 15 g; peptona de soja, 5 g; 

cloruro sódico, 5 g; agar, 15 g y H2O hasta 1 litro. La composición del medio líquido TSB 

fue. digerido pancreático de caseína, 17 g; digerido papaico de harina de soja, 3 g; fosfato 

potásico di-básico, 2,5 g; cloruro sódico, 5 g; glucosa, 2,5 g y H2O hasta 1 litro. 

 

2.2. Medios mínimos 

 

 2.2.1 Medio mínimo M9 

Para el cultivo de las células en medio mínimo se utilizó una modificación del medio M9, 

cuya composición fue la siguiente: solución 10xM9, 100 ml; solución A9 (“Goodies”), 

2,5 ml; MgSO4 1M, 1 ml; citrato férrico amónico 6‰ (p/v), 1 ml y H2O hasta 1 litro 

(Abril et al., 1989). Las soluciones utilizadas en este medio se prepararon y esterilizaron 

en el autoclave por separado. Para cultivo en sólido, se añadió agar al 2,25%. 

 

La composición del 10xM9 fue. Na2HPO4 x 7H2O, 70 g; KH2PO4, 30 g; NH4Cl, 10 g; 

NaCl 5 g; y H2O hasta 1 litro. La solución de A9 (“goodies”) se compuso de. HBO3,  300 

mg; ZnCl2, 50 mg; MnCl2 x 4H2O, 30 mg; CoCl2, 200 mg; CuCl2 x 2H2O, 10 mg; NiCl2 

x 6H2O, 20 mg; NaMoO4 x 2H2O, 30 mg y H2O hasta 1 litro. 

 

  2.2.2 Medio mínimo-triptófano 

Para comprobar la producción de AIA de las cepas en estudio, empleamos una 

modificación del medio descrito por Bano y Musarrat en la que al medio mínimo M9 

anteriormente citado se le adicionó L-Triptófano en una concentración de 500 μg/ml 

(Bano & Musarrat, 2003). 

 

2.2.3 Medio mínimo con ácidos casamínicos (CAB) 

Para la determinación de la producción de ácido salicílico fue necesario adicionar a la 

fórmula básica de la solución salina 1xM9, una concentración final de 2% de ácidos 

casamínicos (CAS), la cual facilita la producción de dicho compuesto. 
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2.2.4 Medio Murashige y Skoog (MS) 

Como fertilizante para las plantas se usó medio Murashige y Skoog (SIGMA-ALDRICH, 

M7150) (Murashige & Skoog, 1962), diluido 1/10 (v/v). La composición del medio 

concentrado se muestra a continuación: NH4NO3, 1.650 mg; H3BO3, 6,2 mg; CaCl2 x 

2H2O, 440 mg; CoCl2 x 6H2O, 0,025 mg; MgSO4 x 7H2O, 370 mg; CuSO4 x 

5H2O, 0,025 mg; KH2PO4, 170 mg; FeSO4 x 7H2O, 27,8 mg; KNO3 1,9 g; MnSO4 x 

4H2O, 22,3 mg; KI, 0,83 mg; Na2MoO4 x 2H2O, 0,25 mg; ZnSO4 x 7H2O, 8,6 mg; 

Na2EDTA x 2H2O, 37,2 mg; y H2O hasta 1 litro. 

 

Los aditivos orgánicos comunes de la composición fueron: (i-Inositol, 100 mg; Vitamina 

B3 o Niacina, 0,5 mg; Vitamina B6 o Piridoxina · HCl, 0,5 mg; Vitamina B1 o 

Tiamina · HCl, 0,1 mg; IAA, 20 mg; Kinetina, 1 mg; Glicina (recristalizada), 2 g; 

Edamina (etano-1,2-diamina), 1 g; Sacarosa, 20 g; y Agar, 10 g y H2O hasta 1 litro. 

 

2.2.5. Medio PDA 

Medio específico para el crecimiento y mantenimiento en colonia del nematodo 

Caenorhabditis elegans. Su composición por litro de medio preparado fue: dextrosa, 20 

g; extracto de patata, 4 g; agar, 15 g; agua destilada hasta completar 1 L (SIGMA). 

 

2.3. Condiciones de cultivo 

Todas las cepas se cultivaron a 30oC, excepto cuando se indique lo contrario en el texto. 

Los cultivos líquidos se incubaron en agitación a 150 rpm en agitador orbital (Infors HT 

Multitron, Infors AG CH-4103, Bottmingen) con adaptadores para matraces de distintos 

volúmenes y para tubos de ensayo con inclinación variable. 

 

2.4. Conservación de cepas 

La conservación de cepas a corto plazo se realizó en cultivos en estría en placas de medios 

enriquecidos a 4oC. Para la conservación a largo plazo se realizaron dos copias de cultivos 

líquidos en 40% (v/v) de glicerol por cepa, quedando cada una de las copias en 

congeladores a -20oC y -80oC. 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/I-Inositol
http://en.wikipedia.org/wiki/Niacin
http://en.wikipedia.org/wiki/Pyridoxine
http://en.wikipedia.org/wiki/HCl
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiamine
http://en.wikipedia.org/wiki/HCl
http://en.wikipedia.org/wiki/Indole-3-acetic_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Kinetin
http://en.wikipedia.org/wiki/Glycine
http://en.wikipedia.org/wiki/Ethane-1,2-diamine
http://en.wikipedia.org/wiki/Agar
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3. Manipulación de ácidos nucleicos 

 

3.1. Extracción de ADN o ARN total y cuantificación 

La extracción de ADN total de las bacterias en cultivo puro se llevó a cabo mediante el 

Kit Extraction Blood & Tissue siguiendo el protocolo descrito en la guía de uso del Kit 

de extracción de ADN para bacterias (Qiagen, Países Bajos). 

Por su parte, para la extracción de ADN de suelo se  utilizó el kit específico FavorPrep 

Soil DNA Isolation Kit (Favorgen Biotech Corp., Austria), y para la extracción de ADN 

de plantas, se empleó el kit específico DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Países Bajos). En 

ambos casos se siguieron los protocolos habituales y las modificaciones indicadas para 

condiciones de uso y su adaptación para bacterias Gram positivo en su caso. Por otra 

parte, la extracción del ARN total se llevó a cabo empleando el kit RNeasy Mini Kit 

(Quiagen, USA). 

La cuantificación de la concentración del ADN o ARN total extraído se llevó a cabo 

usando el espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) y su software 

asociado. Los valores se indicaron en ng/µl y la calidad de la muestra de ácido nucleico 

se calculó en base a la relación de Absorbancias a las longitudes de onda 260 y 280. 

 

3.2. Electroforesis de ADN y ARN en geles de agarosa 

La separación y visualización tanto de fragmentos de PCR, así como de ADN 

cromosómico se realizó mediante electroforesis en geles de agarosa. Por cada 5 µl de 

muestra a analizar se añadió 1 µl de tampón de carga, y esta mezcla se depositó en un 

pocillo de gel de agarosa al 0,7% (p/v) en tampón Tris/acetato/EDTA (TAE), sumergido 

en una cubeta con el mismo tampón de corrida.  

Para fragmentos de ADN o ARN inferiores a 0,5 kb, la concentración de agarosa en el 

gel fue de 1% (p/v). La separación se realizó por electroforesis horizontal sumergida a un 

voltaje entre 70-90 V. Las moléculas de ADN o ARN se tiñeron con GelRed (MBL), del 

que se añadió 0.5 µl al 1% (p/v) a 30 ml de solución de agarosa en TAE previamente 

fundida. El ADN se visualizó mediante exposición del gel a luz ultravioleta (254 nm de 

longitud de onda) usando un equipo ChemiDoc MP Imagin System (Biorad, CA, USA). 

El tampón de carga 5X empleado se preparó en agua con la siguiente composición (p/v): 

azul bromofenol, 0,025%; xileno cianol, 0,025% y glicerol, 30%. 
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3.3. Reacción de amplificación en cadena con ADN polimerasa termorresistente 

(PCR)  

Éste método se utilizó para comprobar la presencia de genes codificantes para la 

determinación de la presencia o ausencia del gen gfp.  

 

La reacción de amplificación contuvo. ADN molde, 0,2 µg de ADN cromosómico; 

cebadores, 50-100 pmoles; Taq ADN-polimerasa, 0,5 U/100 µl; H2O hasta 100 µl. Las 

condiciones estándar de la reacción de amplificación fueron las siguientes. Fase de 

inicialización a 95oC durante tres min., que fue seguida por 25 ciclos compuestos de fase 

de desnaturalización (30 segundos a 95oC), fase de hibridación con los cebadores (30 

segundos a 4oC por debajo de la media de la temperatura de fusión de los cebadores), y 

fase de elongación. 

 

Finalmente se incluyó un paso de 10 minutos a 72oC para terminar de extender posibles 

cadenas incompletas. La conservación del producto de PCR en la termocicladora se 

realizó a 15oC. El modelo de la termocicladora utilizado fue  Eppendorf Mastercycler 

proS vapo.protect (Eppendorf, Alemania). Los oligonucleótidos utilizados para la 

amplificación quedan reflejados en la tabla 2. 

 

 

Cebador 5’3’ secuencia Referencia 

GFP-Fw1 GTCAGTGGAGAGGGTGAAGG Lally et al. 2011, No publicado 

GFP-Rv2 ACGGGAAAAGCATTGAACAC Lally et al. 2011, No publicado 

3J1treZ-Fw CGCGAGTACATCATCGAGAA Este trabajo 

3J1treZ-Rv GTTGACCTGAGCGGAGAGAG Este trabajo 

3J1rpoB-Fw GAGATCCGCATCGCGACCGATGA Este trabajo 

3J1rpoB-Rv AGACGACGCTTGTTGGTCAGA Este trabajo 

 

Tabla 2 - Oligonucleótidos utilizados en PCR, qPCR y RT-qPCR. Se muestran los 

oligonucleótidos empleados en las amplificaciones de los genes gfp, treZ  y rpoB. 
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3.4. Conjugación de cepas con gfp 

Para insertar el gen gfp codificante para la proteína verde fluorescente se usó un 

transposón mini-Tn7 (figura 12) capaz de insertarse en un sitio específico y situado en el 

terminador de la transcripción de los genes GLM, y que permite que las secuencias 

insertadas se mantengan de manera estable durante un elevado número de generaciones 

sin afectar a la expresión de otros genes. El sistema de etiquetado mini-Tn7 se basa las 

construcciones desarrolladas por Koch y colaboradores (Koch et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Esquematización de los tansposones en mini-Tn7. Se describen las 

construcciones portadoras de los distintos plásmidos portadores de proteínas 

flurescentes empleadas. GFP2, eCFP, eYFP y dsRED. 

 

 

3.5. Amplificación y cuantificación mediante PCR cuantitativa en tiempo real 

Para identificar y cuantificar el número de copias del gen gfp tanto del ADN extraído del 

suelo como obtenido de raíces u otros tejidos de planta, se llevó a cabo una PCR 

cuantitativa tiempo real (qRT-PCR) según las indicaciones de Liu y colaboradores (Liu 

et al., 2010) con algunas modificaciones (Couillerot et al., 2010, Quecine et al., 2012). 

Para poder estimar el número de copias, se prepararon curvas de ADN a partir de 

diluciones de ADN puro extraído de cultivos cuyas concentraciones se determinaron 

previamente con un equipo NanoDrop 2000 (Fisher Scientific, USA). Las curvas de 

calibración se emplearon como patrón de cuantificación para el ADN extraído de cada 

uno de los suelos inoculados. 

Tn7L Tn7R GmR gfpToCmRT1 pBK-miniTn7-gfp2 

miniTn7(Gm)PMT –ecfp-a 

miniTn7(Gm)PMT –eyfp-b 

GmR 

GmR 

Tn7L 

Tn7L Tn7R 

Tn7R 

eyfpToCmRT1 

ecfpToCmRT1 

miniTn7(Gm)PMT –dsred-a 

 

GmR Tn7R Tn7R dsredToCmRT1 
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La qRT-PCR se realizó con el equipo LightCycler Nano (Roche Life Science, USA) 

empleando el kit comercial FastStart essential DNA Green Master (Roche) con un 

preparado de Mezcla Maestra con SYBRGreen como agente intercalante fluorescente. 

Las mezclas maestras contenían 6 µl de H2O calidad PCR, 10 µl de la mezcla comercial 

(que contenía tampón 10X, dNTPs 200 μM, 1x SYBERGreen  y MgCl2 3mM), 1 µl de 

cada cebador y 2 µl  de ADN molde en un volumen final de 20 µl. El programa para la 

amplificación y cuantificación en tiempo real fue el siguiente: desnaturalización inicial 

de 95oC durante 5 min., fase de amplificación de 45 ciclos con una fase de 

desnaturalización de 95oC (30 segundos), una fase anillamiento a 58oC (15 segundos) y 

otra de desnaturalización a 72oC (30 segundos), curva de fusión con un único ciclo de 

95oC (5 segundos), 65oC (1 minuto) y 95oC (5 segundos), y finalización con enfriamiento 

a 37oC (30 segundos). La adquisición de la intensidad de fluorescencia se registró al final 

de cada ciclo de anillamiento.  

 

4. Promoción del crecimiento y protección frente a la desecación en plantas 

4.1. Especímenes vegetales 

Las plantas seleccionadas para comprobar la actividad de promoción del crecimiento y 

de protección frente a la sequía de las cepas bacterianas candidatas, fueron pimientos de 

la variedad Dulce italiano (Capsicum annuum) y tomates de la variedad Marmande 

(Solanum lycopersicum). Por otra parte, también se llevaron a cabo ensayos de 

inoculación y seguimiento con cepas de Trébol blanco (Trifolium repens var. Aran), maíz 

(Zea mays) y soja (Gycine max). 

Las semillas para pregerminación propia fueron obtenidas de Semillas Fitò (Barcelona, 

España), salvo las semillas de trébol, obtenidas por cortesía del reservorio irlandés de 

variedades y cepas de trébol, Teagasc (The Agriculture and Food Development Authority, 

Oak Park, Co. Carlow, Irlanda). 

Para ensayos de estadios más tardíos, se emplearon plantas de vivero, de cada una de las 

variedades citadas anteriormente, producidas por Saliplant (Carchuna y Sanfa Fe, 

Granada, España). 
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4.2. Pregerminado de semillas de plantas 

Las semillas de pimiento se esterilizaron por inmersión durante 3 minutos en una solución 

de hipoclorito sódico al 5% (v/v). Tras tres lavados con agua destilada estéril se incubaron 

en un último lavado durante 2 horas para eliminar cualquier resto de hipoclorito sódico.  

Se depositaron entre 75-100 semillas en cada bandeja de polipropileno blanco de 11x15x6 

cm con vermiculita genérica de calibre 2-3 esterilizada en autoclave 30 min. a 1 atmósfera 

de presión y 121oC. La cantidad de vermiculita empleada no superó la mitad de la 

capacidad de la bandeja y la humedad de la misma se mantuvo en torno al 20% (v/v). El 

grado de humedad se registró con una sonda de suelo modelo Hydra-Probe II  Stevens 

POGO Soil Sensor. Sobre la misma, a una profundidad de aproximadamente 2 cm y con 

un espaciado de entre 1-2 cm, se introdujeron las semillas.  

El proceso de siembra se llevó a cabo en campana de flujo laminar para mantener las 

condiciones de esterilidad. Tras esto se envolvieron las bandejas empleadas en papel de 

aluminio para conservar la humedad y se introdujeron, dentro de una bolsa de polietileno, 

en un horno a 30oC durante 48 horas. Con esta metodología de pregerminado se llegó a 

obtener una germinación en torno al 75% de las semillas.  

 

4.3. Cultivo y cuidados de plantas 

Una vez germinadas las plantas, estas se dejaron en la bandeja con un riego periódico de 

40 ml de agua destilada y estéril calculado para mantener la humedad del macetero torno 

al 40% (v/v) durante al menos 2 semanas hasta que las plantas alcanzaron una altura 

mínima de entre 1,-2 cm para asegurar el máximo de supervivencia tras el trasplante a 

macetas. Las macetas utilizadas fueron de polipropileno negro con una capacidad de  0,4 

L, y se llenaron de vermiculita estéril hasta los 0,35 L, o 50% v/v con sustrato vegetal 

dependiendo del caso de estudio.  
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4.4. Protocolo de preparación de inóculos bacterianos para plantas 

Los inóculos de las bacterias a ensayar y sus respectivos controles, se obtuvieron a partir 

de cultivos frescos incubados en medio sólido de TSA durante 24 horas a 30oC. Desde 

estas placas se tomó una única colonia que se inoculó en un tubo de ensayo con 5 ml de 

medio TSB (preinóculo). Tras 24 horas de crecimiento a 30oC en agitación a 150 rpm, se 

traspasó íntegramente a un matraz de con 50 ml de TSB para permitir un mayor 

crecimiento. Dependiendo de las necesidades se siguió escalando la cantidad de cultivo 

en las mismas condiciones. El cultivo obtenido fue centrifugado a 20.000 x g y durante 

15 min en una centrífuga Beckman Avanti Centrifuge J-25 (Beckman, USA), o bien 4.696 

x g durante 15-20 min en una centrífuga SL 16R Centrifuge (Thermo Scientific, USA) 

dependiendo de las cantidades necesarias de inóculo de cada cepa para obtener una 

absorbancia de 1 a 600 nm al resuspender el producto del centrifugado en solución salina 

M9 (lo que supuso una cantidad de entre 1x108-1x1010 UFC/ml dependiendo de cada 

cepa). La medida de la absorbancia se obtuvo tras dilución de muestras 1/10 (v/v) en un 

espectrofotómetro modelo Shimadzu UV1800. Tras obtener el volumen necesario, se 

inocularon por irrigación las plántulas con un volumen de 1:10 aproximadamente 

respecto al volumen de sustrato presente en el macetero. 

 

Estos maceteros se incubaron en una cámara de crecimiento Modelo GROW de Ing. 

Climas, durante el resto del proceso experimental o alternativamente en una habitación 

de condiciones controladas. Las condiciones de humedad relativa durante la incubación  

fueron de 50-60%. La iluminación de la cámara se basó en ciclos diurnos y nocturnos de 

12 horas con aumento y reducción de la luminosidad progresiva para simular amanecer y 

anochecer. Esta constó en ciclo diurno de 66 Watt/cm·s2 (aproximadamente 1.400-1.500 

lux) y de 33 Watt/cm·s2 durante las fases de amanecer y anochecer. La temperatura se 

mantuvo entre 18-20oC en ciclo nocturno y entre 20-25oC en ciclo diurno. Las plántulas 

se mantuvieron dos semanas con riego periódico (40 ml) cada 72-86 horas en los 

maceteros. Al día 7 de pasar las plantas a las macetas se inocularon con las cepas 

bacterianas y al día 14 tras pasarlas a maceta se les añadieron 40 ml de fertilizante MS 

(Murashige & Skoog, 1962). Transcurrido este período se inició el experimento contando 

este día como tiempo 0, bien para ensayos sin riego, bien para ensayos de irrigación 

periódica. 
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4.5. Toma de muestras de las plantas 

Al inicio del experimento se midió la altura de las plántulas una semana antes de la 

primera extracción. Cada semana se extrajeron 3 plántulas inoculadas con cada una de las 

cepas, a las cuales se les midió en el momento de la extracción la altura de la plántula, así 

como el peso freso (PF) en una balanza de precisión. Tras esto se incubaron durante 48 

horas en oscuridad y a una humedad del 100% para medir el peso totalmente túrgido 

(PTT). Por último se determinó el peso seco (PS) para lo cual se introdujeron las plantas 

en un horno a 75-80oC durante 48 horas para obtener este valor (Bashan & de-Bashan, 

2005). Con estos datos se calculó el contenido relativo de agua, CRA, según la siguiente 

ecuación. CRA = (PF-PS)/(PTT-PS) (Mayak et al., 2004). En la figura 13 pueden 

observarse detalles del proceso de toma de datos.  

 

 

Figura 13. Detalle de las distintas tomas de parámetros. A Se muestra el proceso de 

extracción de las plántulas de pimiento para realizar la medida de Peso Fresco (PF). B 

Gradilla de tubos de ensayo marcados, preparados para la medida del Peso Totalmente 

Turgido (PTT). 
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5. Pruebas bioquímicas. Determinación de producción de fitohormonas 

5.1. Determinación de trehalosa intracelular 

La trehalosa intracelular se determinó de acuerdo con Manzanera y colaboradores (2002) 

(Manzanera et al., 2002) con ligeras modificaciones. Se tomaron muestras de 1ml de 

cultivos en fase de crecimiento exponencial. Estas se centrifugaron y lavaron empleando 

medio mínimo 1xM9 sin fuente de carbono. Los sedimentos bacterianos se lisaron y 

extrajeron con etanol 70% (p/v) a 80oC durante 1 hora. Las muestras se volvieron a 

centrifugar y se recogió únicamente el sobrenadante, al que se añadieron 50 µl de sacarosa 

1 mg/ml como patrón interno. Las muestras fueron desecadas para evitar picos de etanol 

en la cromatografía.  

La cromatografía de gases fue llevado a cabo en un sistema de cromatografía de iones de 

alto rendimiento 940 professional IC Vario 2 (Metrohm, Suiza) con una columna 

Metrostep Carb 2 de copolímero de poliestireno-divinilbenceno (con grupos de amonio 

cuaternario) de 250 mm por 4,0 mm (Metrohm, Suiza). La temperatura de la columna se 

fijó en 30°C a una presión de 130 atmósferas (1911 psi). Las concentraciones de trehalosa 

se calcularon respecto a una curva estándar de referencia, calculando la eficiencia el 

proceso respecto a la sacarosa detectada con referencia a los recuentos de células viables. 

 

5.2. Determinación de la actividad superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) 

La actividad SOD se determinó usando la técnica de Beauchamp y Fridovich 

((Beauchamp & Fridovich, 1971)). Éste es un método colorimétrico indirecto que utiliza 

la conversión de nitro azul de tetrazolium (NBT) a NBT-diformazán vía radical 

superóxido. La riboflavina al ser expuesta a la luz se descompone dando ion superóxido. 

La velocidad de reducción del NBT por acción del ion superóxido está linealmente 

relacionada con la descomposición de la riboflavina y se ve inhibida por la SOD. Por lo 

tanto una unidad específica de SOD fue definida como la cantidad de enzima capaz de 

causar un 50% de descenso de la reducción del NBT (1 mg/ml en buffer fosfato de sodio 

50 mM (pH 7,7)) por g total de proteína en la muestra. Para cada muestra se colocó en un 

eppendorf 1 ml de esta mezcla, 10 μl de una solución de 0,4 mg/ml de riboflavina (Fluka, 

Estados Unidos) en buffer fosfato de sodio y 20 μl de la muestra correspondiente o blanco 

(buffer). Se colocaron 200 μl de esta mezcla de reacción por cuadruplicado en cada 
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pocillo de una microplaca de 96 pocillos, que fue mantenida a 20 cm de distancia de un 

tubo de luz blanca (20 watts) de 32 mm de diámetro y 60 cm de largo (Goodyear, China), 

y a los 0, 10, 20, 30 y 60 min se leyó la absorbancia a 560 nm en un lector de microplacas. 

Los resultados se contrastaron con una curva patrón colorimétrica. Se seleccionó el punto 

de máxima actividad para cada cepa.  

La actividad catalasa de las cepas a ensayar se determinó usando el método de Aebi 

(1984) (Aebi, 1984) midiendo la descomposición del H2O2 directamente por el descenso 

de la absorbancia a 240 nm como fue descrito por Beers y Sizer (1952) (Beers & Sizer, 

1952). Para esta medición, se realizó previamente una curva estándar de H2O2 haciendo 

diluciones seriales a partir de una solución de H2O2 30 mM en buffer fosfato de potasio 

monobásico 50 mM (pH 7,0). Luego se leyó la absorbancia de las distintas diluciones 

realizadas a 240 nm. De esta manera se obtuvo una recta que posteriormente fue utilizada 

para determinar la cantidad de H2O2 presente en la muestra expresada en mmol. En una 

cubeta de cuarzo se coloca una alícuota de cada una de las muestras sin diluir (50 μl) o 

blanco (buffer) en presencia de 3 ml de una solución de H2O2 30 mM en buffer fosfato 

de potasio monobásico. Así se registró espectrofotométricamente el descenso de la 

absorbancia a 240 nm a los 0, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 seg. Una unidad específica de 

actividad catalasa se definió como la cantidad de enzima que degrada 1 mmol de H2O2 

por min y por g total de proteína en la muestra. Se seleccionó el punto de máxima 

actividad para cada cepa. 

 

5.3. Determinación de la producción de ácido indolacético (AIA) 

La producción de ácido indolacético (AIA) por las cepas bacterianas en estudio se 

determinó según el método de Bano y Musarrat (Bano & Musarrat, 2003). Para este 

ensayo las cepas se inocularon en medio mínimo M9 suplementado con 0,5% (p/v) de 

glucosa y 500 μg/ml de triptófano y se incubaron a 24 h a 150 rpm y 30oC. Se extrajo una 

parte del cultivo (5 ml) de cada tubo y se centrifugó a 4.800 x g (centrífuga SL 40 

Centrifuge Series, Thermo Scientific, USA) durante 15 min. Se transfirieron 2 ml del 

sobrenadante a un tubo nuevo con 100 μl de ácido ortofosfórico 10 mM y 4 ml de reactivo 

de Salkowsky (1 ml de FeCl3 0,5 M en 50 ml de HClO4 al 35%). La mezcla se incubó a 

temperatura ambiente durante 25 min y se registró la absorbancia a 530 nm.  
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Para llevar a cabo el estudio colorimétrico del AIA producido por las cepas objeto de 

estudio recurrimos a la realización de una curva de calibrado o regresión de AIA puro a 

distintas concentraciones con un software específico proporcionado por la web de Current 

Protocols, denominado “Colorimetric Assay Calculation Tool” 

(http://www.currentprotocols.com/tools/colorimetric-assay-calculation-tool). 

 

5.4. Determinación de la producción de ácido giberélico (GA3) y ácido abscísico 

(ABA) 

Las determinaciones de ambas fitorhomonas producidas por las cepas candidatas se hizo 

siguiendo los protocolos cualitativos por cromatografía de capa fina o TLC, y 

cuantitativos por cromatografía líquida de alta eficacia o HPLC según Karadeniz y 

colaboradores (Karadeniz et al., 2006), con ligeras modificaciones tomadas de Ünyayar 

y colaboradores y de Rose y colaboradores (Ross et al., 1987, Unyayar et al., 1996).  

Las bacterias se cultivaron en TSB a 120 rpm a 30oC hasta que alcanzaron el final de la 

fase exponencial de crecimiento. Se extrajeron 100 ml de los cultivos y, posteriormente 

se centrifugaron a 4.800 x g durante 15 min. y se filtraron para esterilizar los 

sobrenadantes. También se les añadió 1 ml de hidroxitolueno butilado (BHT) para evitar 

la oxidación de las hormonas. Tras esto se llevó a cabo la extracción con etilacetato y 

concentración con rotavapor, para poder someter a las muestras a cromatografía de capa 

fina (TLC). Esta cromatografía se realizó en una mezcla de isopropanol:amoníaco:agua 

destilada (10:1:1, v/v/v) en placas Silicagel TLC (60F254 TLC, Merck). Las bandas de 

GA3 y ABA y los valores de Rf, entendidos como la distancia de la muestra desde el 

origen respecto a la distancia del eluyente desde el origen en la placa, fueron visualizados 

bajo luz UV a 254 nm, respecto a patrones estándar. 

Las bandas detectadas se extrajeron de las placas de TLC, se disolvieron en metanol y se 

analizaron por HPLC. Para separarlas se usó una columna de 25 cm x 4,6 mm, LC-18 

fase Supelcosil en un cromatógrafo WATERS modelo ALLIANCE 2690, con un detector 

de fluorescencia WATERS modelo M-474 (Centro de Instrumentación Científica - 

UGR). Las muestras se analizaron en condiciones isocráticas con un 30% de metanol 

(ajustado a pH 3,0 con 0,1 M de H3PO4) para GA3, y 55% de metanol (0,1 M en ácido 
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acético ácido) para ABA. Las longitudes de onda del detector UV fueron 208 y 265 nm 

respectivamente. El tiempo total de ejecución para las separaciones fue de 

aproximadamente 15 min. a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Las hormonas se 

cuantificaron por referencia al área del pico obtenido para sus correspondientes controles 

estándar. 

 

5.5. Determinación de la producción de ácido salicílico (SA) 

La determinación cualitativa mediante cromatografía de capa fina o TLC se llevó a cabo 

siguiendo el protocolo de Buysens y colaboradores (Buysens et al., 1996), mientras que 

la determinación cuantitativa se llevó a cabo por colorimetría según las indicaciones de 

De Mayer y Hofte (De Meyer & Hofte, 1997). 

 

Para conocer si las cepas candidatas eran capaces de producir ácido salicílico, se hicieron 

crecer estas en medio mínimo con ácidos casamínicos (CAB) durante 24 h a 150 rpm y a 

la temperatura óptima de cada cepa. De este cultivo se centrifugaron 25 ml a 2.800 x g 

durante 15 min. Se hicieron 3 extracciones con etilacetato (1:3, v:v) y se secó 

completamente en rotavapor. La muestra se resuspendió en 1 ml de metanol y se depositó 

1-2 µl de la mezcla en la placa de cromatografía Silicagel TLC  (60F254 TLC, Merck, 

Alemania),  empleando  un  control de  SA  estándar (1 mg/ml).  La carga de la  TLC se 

hizo en base a una mezcla de  cloroformo:ácido  acético:etanol  (90:5:2.5,  v/v/v) y se 

dejó correr durante 30  min. La placa se reveló bajo luz ultravioleta y  la región con SA se 

identificó por su color azul (λ=302 nm), al igual que en el caso del control.  Además, 

dicha región se volvió  violeta  al  rociarla con  0,1  M  de FeCl3  en  0,1N  HCl.  El Rf se 

resolvió en torno a 0,6.  

Para determinar la concentración, se centrifugaron nuevamente 25 ml del cultivo a 2.800 

x g durante 15 min. Nuevamente, se realizaron la extracción y concentración como se 

indica anteriormente. Se añadieron 5 µl de 2 M FeCl3 y 3 ml de agua destilada de 1 ml 

del extracto concentrado. El complejo hierro-SA se volvió púrpura en la fase acuosa, lo 

que permitió medir su absorbancia diferencial a 527 nm. Los resultados se compararon 

con una curva patrón de SA disuelto en etilacetato (tratado  igualmente  con  2  M  FeCl3 

y H2O destilada).  
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5.6. Medidas de etileno 

Para conocer la producción de etileno de las plantas inoculadas en estudio se siguieron 

las indicaciones de Yeang y colaboradores, con leves modificaciones (Yeang et al., 1980). 

Las plantas se introdujeron en viales de vidrio de 30 ml de volumen sellados con tapón 

de goma y cierre de argolla de aluminio prensada. Una vez cerrados herméticamente se 

extrajo de cada vial 1 ml del volumen total a los tiempos 0, 2 y 4 horas. El etileno 

producido se detectó en un cromatógrafo de gases HP 5890, con un detector de ionización 

de llama (Flame Ionization Detector, FID, por sus siglas en inglés) con una mezcla de 

gases a presión compuesta por aire (2 bares) e hidrógeno (1 bar), y una columna específica 

Stainless-Steel (columna empaquetada) Poropak R de 180 cm de longitud total, 3.2 mm 

de sección y 150-180 micrones de ancho de malla. Como gas portador para el 

cromatógrafo, se utilizó nitrógeno molecular (N2) con un flujo de 55 ml/min. Las 

condiciones de la cromatografía de gases fueron 65oC de temperatura para la columna, 

120oC para el inyector y 105oC para el detector. 

 

5.7. Determinación de la actividad enzimática de la ácido aminociclopropano 

carboxílico desaminasa (ACCd) 

Se determinó espectrofotométricamente la producción de α-cetobutirato como indicador 

de catabolismo del ACC mediante ACC desaminasa de las cepas siguiendo las 

indicaciones de Penrose y colaboradores (Penrose et al., 2001, Penrose & Glick, 2003). 

Tras un cultivo en medio mínimo, los sedimentos de células bacterianas obtenidas por 

centrifugado a 14.000 rpm durante 5 min, se resuspendieron en 1 ml de Tris-HCl 0,1 M, 

pH 7,6, y se transfirieron a un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. El contenido se 

centrifugó a 16.000 x g durante 5 min y se retiró el sobrenadante. El sedimento se 

resuspendió en 600 µl de Tris-HCl 0,1 M, pH 8,5. Posteriormente se añadieron 30 µl de 

tolueno a la suspensión celular y se agitó durante 30 s. Doscientos microlitros de la mezcla 

de células con tolueno se colocaron en un tubo de microcentrífuga nuevo donde se 

añadieron también 20 µl de ACC 0,5 M. La mezcla se agitó brevemente y después se 

incubó a 30oC durante 15 min. Tras esto, se añadió 1 ml de HCl 0,56 M, se agitó la mezcla 

en agitador mecánico y se centrifugó a 16.000 x g durante 5 min a temperatura ambiente. 

Se añadieron 800 µl de HCl 0,56 M a  un mililitro del  sobrenadante y se agitó durante 5 
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seg. Entonces, se añadieron 300 µl de reactivo de 2,4-dinitrofenilhidrazina (0,2% de 2,4-

dinitrofenilhidrazina en HCl 2 M) y después se incubó la mezcla a 30°C durante 30 min. 

Después de la adición y mezcla de 2 ml de NaOH 2 N, la absorbancia de la mezcla se 

registró a 540 nm. El número de µmol de α-cetobutirato producido se determinó 

comparando la absorbancia a 540 nm de una muestra con una curva patrón de α-

cetobutirato.  

 

6. Rutas involucradas en los estudios de proteómica 

6.1. Obtención de biomasa de raíz inoculada 

Las plantas se obtuvieron siguiendo los protocolos indicados anteriormente en el apartado 

2 (Cultivo y cuidado de plantas). Para estos ensayos se extrajeron al menos 3 plantas por 

cada condición del sustrato y se limpiaron de suelo empleando varios enjuagues con agua 

destilada. Para preservarlos hasta el momento del análisis y la extracción de 

proteínas/metabolitos, se introdujeron 0,5 g de muestra de raíz se mantuvieron en bolsas 

de aluminio y se sumergieron en nitrógeno líquido por al menos 5 min. Tras este 

congelado rápido se mantuvieron en bolsas de aluminio a -80ºC hasta su uso.   

 

6.2.Análisis de la proteómica en la relación raíz-cepa bacteriana 

6.2.1. Preparación de la muestras para análisis proteómico 

Los protocolos aplicados para la extracción, análisis e identificación de proteínas se 

basaron en las indicaciones de Jing y colaboradores con leves modificaciones 

(Berkelman, 2008, Thulasiraman et al., 2010, Jing et al., 2015). Las muestras congeladas 

fueron resuspendidas en tampón de lisis cuya composición fue Tris-HCl 500 mM, pH 6,8, 

SDS al 4% (w/v), glicerol al 30% (v/v), EDTA 1 mM, PMSF 5 mM, DTT 200 mM y 

Benzonasa® Nucleasa al 0.01% (v/v) (Roche). 

Los sedimentos se disgregaron y homogeneizaron mediante vibración mecánica en base 

a tres ciclos de tres ciclos de 40 s a 6.5 m/s con un equipo FastPrep (MP Biomedicals, 

USA). El lisado se centrifugó a 20.000 x g durante 15 min a 4oC, y el sobrenadante se 

recuperó para la cuantificación de proteínas mediante el método Bradford. Para el análisis 

posterior se precipitaron al menos 200 µg de proteína soluble.  
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La precipitación de las proteínas se llevó a cabo mediante la adición de TCA frío al 50% 

(v/v) hasta obtener una concentración de un 10% y se incubó en hielo durante 15 min. 

Las muestras se centrifugaron a 20.000 x g durante 15 min a 40C. El sedimento de proteína 

se lavó con 1 ml de acetona helada y se volvió a centrifugar a 20.000 x g durante 5 min a 

4oC. Este lavado se repitió al menos tres veces para eliminar cualquier resto de TCA. Los 

tubos con las muestras permanecieron abiertos hasta la evaporación total de la acetona. 

Una vez secas las muestras, se almacenaron a -20oC hasta el momento de uso. 

 

6.2.2. Isoelectroenfoque (IEE o IEF) 

Con el fin de separar proteínas de peso molecular semejante se recurrió a la técnica de 

isoelectroenfoque para la separación adicional de proteínas en base a su punto 

isoeléctrico. Para ello, el sedimento de proteínas secas se disolvió en 300 µl de tampón 

de rehidratación BR, a 200 rpm durante 2 h a 15oC. Posteriormente las muestras se 

centrifugaron a 20.000 x g durante 15 min a 4oC. La composición del tampón de 

rehidratación BR fue. Urea 8 M, Tiourea 2M, Chaps al 2% (v/v), PMSF 0,5 mM, 

Ditiotreitol (DTT) 20 mM, 0,5% (v/v) de Biolitos Anfolitos (Biorad, CA, USA) y trazas 

de azul de bromofenol. 

 

Los sobrenadantes de las muestras, que contenían la fracción soluble de proteínas, se 

depositaron sobre tiras de IPG (ReadyStrips, Biorad, CA, USA) para la separación por 

punto isoeléctrico. El rango de pH elegido para las tiras fue de 3-10 para una mayor 

resolución. Las tiras se rehidrataron activamente mediante electroforesis a 50 V durante 

14 h. El proceso de IEF se llevó a cabo a temperatura estable de 20oC usando Protean i12 

IEF System (Biorad, CA, USA) con el siguiente programa. un paso inicial de 100 V 

durante 5 h, cuatro pasos de gradientes de 300 V durante 30 min, 500 V durante 7h, 

1.000V hasta los 500 V/h y 8.000 V hasta los 13.500 V/h. Al final se aplicó un paso de 

8.000 V hasta alcanzar los 45.000 V/h. Al final del proceso se suministraron 64.076 V/h.  
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6.2.3. Electroforesis de la segunda dimensión 

Tras someter a las proteínas a una separación en base a su punto isoeléctrico en las tiras 

de IPG, éstas se equilibraron durante 15 min en 15 ml de un tampón de equilibrado de 

reducción (Tris HCl 75 mM, pH 8,8, urea 6 M, glicerol al 30%  (v/v), SDS al 2% (p/v), 

DTT 10 mg/ml y trazas de azul de bromofenol), seguido por otros 15 min de incubación 

en 5 ml de un tampón de equilibrado alcalino (Tris HCl 75 mM, pH 8,8, urea 6 M, glicerol 

al 30%  (v/v), SDS al 2% (p/v), iodoacetamida 25 mg/ml, y trazas de azul de bromofenol).  

El gel SDS-PAGE para la segunda dimensión se realizó utilizando un equipo PROTEAN 

II xi Basic Electrophoresis System (Biorad, CA, USA) con unas condiciones de 

electroforesis de 1 mA/gel y 100 V a 15oC, durante 12-14 horas hasta que el indicador de 

frente de azul de bromofenol alcanzase el fondo del gel. Todo el proceso de electroforesis 

se llevó a cabo en condiciones de oscuridad. 

Tras la electroforesis, los geles se tiñieron durante dos horas con solución 1X Oriol 

fluorescente (Biorad, CA, USA), evitando el contacto con la luz directa y con agitación 

continua. 

 

6.2.4. Adquisición y análisis de imagen y escisión del gel 

Los geles recién teñidos, se observaron a longitudes de onda de excitación/emisión de 

270/604 nm mediante un equipo ChemiDoc MP Imagin System (Biorad, CA, USA). La 

imagen del gel se capturó y editó cuando fue necesario, usando el programa informático 

ImageLab con un protocolo de captura 24,5 cm de ancho y exposición automática.  

Las imágenes se analizaron con el paquete informático PDQuest Basic Software (Biorad, 

CA, USA). Los puntos expresados diferencialmente fueron seleccionados bajo dos 

criterios distintos: puntos cualitativos (presencia/ausencia), y puntos cuantitativos que 

presentaron una intensidad de al menos el doble con respecto al valor de referencia (p ≤ 

0,05).  

Aquellos puntos que contenían  proteínas de interés fueron extraídos del gel usando un 

equipo EXQuest Spot Cutter (Biorad, CA, USA). 
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6.2.5. Digestión de las proteínas en gel 

Los fragmentos de gel que contenían las proteínas de interés se digirieron usando un 

equipo DigestPro MS (Intavis) donde las proteínas se incubaron con ditiotreitol (DTT) 

10 mM en bicarbonato amonico (BCA) 50 mM a 56oC durante una hora para que 

alcanzaran su estado reducido, y posteriormente se alcalinizaron iodoacetamida (IAA) 55 

mM en BCA 50 mM durante 30 min. Finalmente se incubaron con tripsina a 0,2 µg/µl 

(Gold Mass Spectrometry Grade, Promega) durante 10 h a 37oC. Los péptidos resultantes 

se eluyeron con ácido trifluoroacético (TFA) 0.2% y aceto nitrilo (AcN) 30%. 

Para la caracterización de las proteínas se realizó un análisis de espectrometría de masas 

llevado a cabo de acuerdo con el protocolo recomendado en el centro de análisis (Instituto 

de Parasitología y Biomedicina López Neyra-CSIC, Granada, España). Para ello, los 

productos eluídos se pasaron directamente a la placa de lectura de objetivos AchorChip 

(Bruker-Daltonics) con una matriz de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (CHCA). Los 

espectros de MS y MS/MS se obtuvieron por espectrómetro de masas UltrafleXtreme 

MALDI-TOF/TOF (Bruker-Daltonics) en modo automático usando Felx Control v3.4 

(Bruker-Daltonics) y se procesaron con el paquete informático ProteinScape v3.1.3 

(Bruker-Daltonics), para identificar por huella peptídica o PMF (del inglés Peptide Mass 

Fingerprinting) (la proteína a identificar se hidroliza con tripsina en pequeños péptidos 

cuyas masas absolutas que son comparadas con una base de datos biológica de proteínas) 

y MALDI-TOF/TOF (en inglés Matrix Assists in Laser Desorption/Ionization based on 

Time Of Flight-Time Of Flight) (el analizador de masas separa los iones hidrolizados de 

las proteínas a identificar en función del tiempo de vuelo a los largo de los dos 

analizadores de masas en tándem (MS/MS); este proceso puede proporcionar información 

adicional para la elucidación estructural del analito). Los espectros de los péptidos se 

adquirieron usando el modo reflectrón (2.000 disparos láser por espectro). Los espectros 

se calibraron externamente usando un compuesto de péptidos de calibración (angiotensina 

II, angiotensina I, sustancia P, bombesina, ACTH 1-17, ACTH 19-39 y somatostaina 28) 

estándar predeterminado de la casa Bruker. Para obtener los datos de MS/MS, se hicieron 

hasta un total de 2.500 disparos del láser. La huella dactilar o marca de las masas de los 

péptidos y la búsqueda para MS/MS se llevó a cabo en la base de datos de NCBI para 

Viridiplantae y Capsicum annuum, y en la base de datos SwissProt al compararse con 
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todos los organismos, usando las bases de datos y el paquete informático MASCOT 

v2.4.0 de manera integrada junto con ProteinScape (Bioinformatic Platform, Bruker-

Daltonics). Los parámetros usados para el motor de búsqueda fueron. precisión de masa 

para péptido monoisotópico de 50 ppm, precisión de fragmento de masa a ±0,5 Da; 

máximo de una única escisión perdida por medida, carbamidometilación de cisteína como 

modificación típica fija y oxidación parcial de metionina como modificación típica 

variable. No se realizaron restricciones con respecto a la masa de las proteínas ni a su 

punto isoeléctrico. El filtrado de picos se preparó para advertir picos de tripsina 

autocatalíticos; el ratio de la señal de umbral de ruido se estableció en 2. El umbral de 

significancia se fijó a p<0,05. 

 

7. Rutas involucradas en los estudios de metabolómica 

7.1. Obtención de biomasa de raíz inoculada 

Las plantas se obtuvieron siguiendo los protocolos indicados anteriormente en el apartado 

2 (Cultivo y cuidado de plantas). Para estos ensayos se extrajeron al menos 3 plantas por 

cada condición del sustrato y se limpiaron de suelo empleando varios enjuagues con agua 

destilada. Para preservarlos hasta el momento del análisis y la extracción de 

proteínas/metabolitos, se introdujeron 0,5 g de muestra de raíz se mantuvieron en bolsas 

de aluminio y se sumergieron en nitrógeno líquido por al menos 5 min. Tras este 

congelado rápido se mantuvieron en bolsas de aluminio a -80ºC hasta su uso.   

 

7.2. Análisis metabolómico de raíces  

7.2.1. Extracción, cuantificación e identificación de metabolitos 

secundarios 

Para la toma de muestras se emplearon raíces de tres plantas de pimiento dulce italiano 

(Capsicum annuum). Para analizar dichas muestras, se homogeneizaron conjuntamente 

con micropistilos en tubos de 1,5 ml para evitar desviaciones entre muestras. Para la 

extracción y derivatización de las mismas se llevó a cabo el protocolo descrito por 

Roessner y colaboradores (Roessner et al., 2000) con leves modificaciones de Barsch y 

colaboradores (Barsch et al., 2004). 
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A 10-30 mg de muestra seca y se les añadió 1 ml de metanol al 80% con 1 µM de ribitol 

(como estándar interno) en tubos de agitación de 1,5 ml y cierre con goma (StarLab-

E1420-2320-Natural). Una vez en este soporte, se añadieron 0,5 g de bolitas de cerámica 

de un diámetro no superior a 0,5 mm (Zirconia/silica beds-Cat.No. 11079105z- BioSpec 

Products). Para homogeneizar el tejido se sometió a tres ciclos de un programa de 6,5 m/s 

durante 45 s en un homogeneizador FastPrep (MP Biomedicals, USA). Tras dichos ciclos, 

las muestras se incubaron a 70oC durante 15 min y 1.400 rpm (~1.200 x g) en un 

termobloque. A continuación se centrifugaron durante 20 min a 18.500 x g, se retiró 

únicamente el sobrenadante más claro y se colocó en viales de evaporación para secarlo 

completamente con flujo de nitrógeno (~1 mbar de presión de flujo).  

Para derivatizar los grupos funcionales de los metabolitos, se añadieron 100 µl de una 

solución 20 mg/ml de clorhidrato de metoxilamina en piridina (2 mg de MetOx en 100 

µL de piridina por muestra) y se incubaron a 37oC durante 90 min con agitación continua. 

Los protones acídicos se protegieron con grupos trimetisil tratando la mezcla con 50 µl 

de N-metil-N-(trimetilsili) trifluoroacetamida a 37oC durante 30 min. También se 

añadieron 20 µl de una mezcla madre de compuestos alcanos (pentano, hexano, heptano 

y octano) para usarlos como control interno de cromatografía. Tras esto se centrifugó la 

muestra 5 min a 4.800 x g y 20oC, se retiró el sobrenadante con cuidado de no arrastrar 

sedimento para llevarlo a un tubo de lectura de cromatografía adaptado con un vial de 

vidrio para evitar la dispersión de la muestra. 

 

7.2.2.  Cromatografía por GC-MS 

El análisis de gases-masas (GC-MS) se llevó a cabo con un cromatógrafo de gases 

Thermo Trace GC (o Trace GC Ultra) y con un espectrofotómetro de gases con trampa 

de iones PolarisQ (o ITQ900), equipado con un automuestreador AS2000. Para el análisis 

cromatográfico se inyectó 1 µl de muestra tratada y derivatizada a 250oC. El cromatógrafo 

se equipó con una columna de 30 m x 25 mm (Equity-5, Sigma-Aldrich) con un 

revestimiento de 0,25 µm de 5% difenil/95% dimetilsiloxano (Supelco, Bellfonte, Calif.-

US). La temperatura de interfase se ajustó a 250oC y la de la fuente iónica a 200oC. Se 

usó helio como gas de carga a flujo constante de 1 ml/min. Después de 3 min manteniendo 
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constante la temperatura a 80oC, la temperatura del horno se elevó a 300oC empleando 

una rampa de 3oC/min. Para equilibrar el sistema para la siguiente inyección, la 

temperatura se mantuvo a 80oC durante 5 min. El espectro de masas se recogió por 

duplicado, con un rango de escaneo de 50-550 m/z. La evaluación de los cromatogramas 

se llevó a cabo con el software Xcalibur 2.0 (Thermo Finigan, USA). Los metabolitos se 

identificaron por comparación con las bases de datos de NIST98 (NIST, Gaithersburg, 

Md.) y con estándares purificados. La cuantificación automática de picos de los 

metabolitos seleccionados se llevó a cabo empleando las condiciones predeterminadas 

por el software Xcalibur. También se llevaron a cabo fragmentaciones virtuales con el 

software Mass Frontier 2.0 (Thermo Finnigan, USA). 

El análisis de componentes principales (ACP, PCA por sus siglas en inglés) se llevó a 

cabo con el software Pirouette 3.02 (Infrometrix, Woodinveille, Wash., US) como se 

describe en Fiehn y colaboradores (Fiehn et al., 2000), usando datos transformados con 

logaritmo en base 10 (log10) y validación cruzada. Se usó el algortimo de la t-Student de 

Excel para determinar si las observaciones fueron significativamente diferentes (P<0,1). 

 

8. Pruebas de bioseguridad 

8.1. Ensayos de sensibilidad y metabolismo microbiano sobre E. coli MC4100 

y Vibrio fischeri 

Los ensayos de sensibilidad microbiana en E. coli MC4100 se llevaron a cabo de acuerdo 

con Small y colaboradores 1994 (Small et al., 1994), con ligeras modificaciones (Peters 

et al., 2003). Se emplearon 0,5 ml de cultivos saturados de las cepas a estudiar 

esterilizados por filtración (0,22 µm de poro). Se mezclaron con 5 ml de una suspensión 

de E. coli MC4100 en tampón estéril M9, conteniendo aproximadamente 108-109 células 

recolectadas del cultivo en fase semilogarítmica. La combinación se mezcló por inversión 

y se incubó durante 1,5 h a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron diluciones 

seriadas seguidas de siembra en placas de TSA de la suspensión mezcla con E. coli 

MC4100 para estimar el número de UFC/ml resultantes tras el tratamiento. Se comparó 

con un conteo de UFC/ml previo al tratamiento para obtener un porcentaje de 

supervivencia al mismo. Como control negativo, se incluyeron muestras de TSB estéril.  
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La emisión de luz por V. fischeri está íntimamente relacionada con el metabolismo de los 

microorganismos. Para detectar metabolitos secundarios con un efecto negativo sobre el 

metabolismo celular, independientemente de su potencial letal o no, se llevaron a cabo 

experimentos de acuerdo con técnica Microtox® usando 1 ml del sobrenadante estéril 

mencionado anteriormente, siguiendo las indicaciones de Onorati y colaboradores 

(Onorati & Mecozzi, 2004). Se hizo una medida inicial de la intensidad lumínica ofrecida 

por V. fischeri (con un mínimo de 108 UFC/ml) sobre un control sin sobrenadante como 

control del ensayo. Los sobrenadantes fueron diluidos cuatro veces en proporciones 1:1 

con el diluyente comercial y se pusieron en contacto con la bacteria bioluminiscente. Tras 

un periodo de contacto de 5 min. se llevó a cabo la medición final para comparar con la 

intensidad inicial. El software propio de análisis de Microtox® permitió calcular la EC50 

de cada sobrenadante ensayado. 

 

8.2. Ensayo de patogenicidad basado en Caenorhabditis elegans 

Con objeto de evaluar la patogenicidad de las cepas objeto de estudio, se recurrió a un 

modelo basado en C. elegans, por el cual, las bacterias patógenas producen retardo en la 

velocidad de crecimiento del nematodo, alteraciones en su descendencia y muerte de los 

individuos infectados por este tipo de microorganismos. Para este tipo de ensayos se 

empleó el método de Darby y colaboradores, con algunas modificaciones descritas en los 

trabajos de Navas y colaboradores y Ruiz-Diez y colaboradores (Darby et al., 1999, Ruiz-

Diez et al., 2003, Navas et al., 2007). Para este análisis, cada cepa objeto de estudio se 

sembró sobre placas de agar patata y dextrosa (PDA) y se incubó a temperatura óptima 

de crecimiento durante alrededor de 24 h o hasta lograr una fina capa traslúcida sobre el 

agar. A continuación, se depositaron 5 individuos preadultos hermafroditas sobre cada 

placa. Las placas se incubaron a 20oC, y los nematodos se examinaron en una lupa 

binocular Nikon SMZ800 a entre 2-6x aumentos y se contaron los huevos, juveniles, 

adultos así como los individuos muertos por placa cada 24 h durante los siguientes 7 días. 

En todos los ensayos se usó E. coli OP50 como control negativo para estimar el ratio de 

muerte natural, y a P. aeruginosa PA14 como control positivo de cepa patógena. 

 



Materiales y Métodos 

 
61 

 

8.3. Ensayos de ecotoxicidad en crisopas (Chrysoperla carnea) y mariquitas 

(Adalia bipunctata) 

Estos ensayos se realizaron de acuerdo con Medina y colabradores (Medina et al., 2004) 

y Álvarez-Alfagene y colaboradores (Alvarez-Alfageme et al., 2011) con pequeñas 

modificaciones. Se depositó una única larva en estadio L1 por caja de ensayo para evitar 

canibalismo, y se alimentaron con huevos de C. capitata mezclados con las cepas 

bacterianas en estudio. La comida se preparó mezclando aproximadamente 1.000 huevos 

con 0,1 g de liófilo (en formulación seca estable en trehalosa al 10% (p/v) según 

(Manzanera et al., 2004), con un mínimo de 108-109 UFC/ml). Se registró la longitud y 

el peso, así como la mortalidad bajo cada condición a los tiempos  0, 7 y 15 días. Como 

control negativo se incluyeron huevos con una cantidad equivalente de trehalosa estéril. 

Todos los experimentos se realizaron en una cámara de control climático a 25 ± 1oC y 60 

± 5% de humedad relativa, con un fotoperiodo de 16 h. 

 

8.4. Ensayo de ecotoxicidad en lombrices de tierra (Eisenia foetida) 

El ensayo  de reproducción de lombrices se llevó a cabo de acuerdo con el Ensayo Guía 

OECD No. 222 (OECD, 2004) con pequeñas modificaciones (Neuhauser & Callahan, 

1990). Para ello, se colocaron lombrices de la misma edad aproximadamente y con una 

longitud de entre 5,5 y 6 cm en contenedores con  0,5 L de una mezcla de sustrato vegetal 

y turba rubia o de esfagno (3:1, v/v) y mantenidos a pH 6,7-7,4, 70% de humedad relativa 

y 20-25oC durante 30-60 días en oscuridad. Las lombrices se alimentaron con 5 g de 

harina de garbanzo hidratada a la semana. Las bacterias se añadieron en estado 

deshidratado utilizando como xeroprotector trehalosa, con tal y como se ha descrito en el 

apartado anterior, (108-109 UFC/g) (0,5 gramos por semana). Como control positivo para 

el seguimiento del número de muertes, se añadió 2% de NaCl al sustrato mezcla. Se 

registraron la longitud, peso, número de neonatos y de ootecas, así como de individuos 

muertos a los tiempos de muestreo 15, 30 y 60 días. 
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8.5. DaphToxKit®. Bioensayo de toxicidad con Daphnia magna  

Para analizar la toxicidad de extractos bacterianos contra D. magna (Cladocera) se empleó 

DaphToxKit F® (Microbiotests, Bélgica) de acuerdo con la norma ISO 6341 y el Ensayo 

Guía de la OECD No. 211 (ISO-6341, 2012, OECD, 2012) con ligeras modificaciones 

(Hernando et al., 2003). Los ensayos se llevaron a cabo en oscuridad a 20oC durante 24-

48 h, tras lo cual se registró la movilidad de los organismos. Se emplearon organismos 

recién nacidos (no más de 24 h desde la apertura de la epifia) que se depositaron en una 

placa multipocillo con 10 ml de sobrenadantes a ensayar por pocillo. Los sobrenadantes 

se obtienen a partir de cultivos en fase de crecimiento exponencial a los que se somete a 

un proceso de centrifugado (5.500 x g durante 15 min.) y una esterilización por filtrado 

(filtros de 0.23 µm). En cada pocillo se depositaron 5 individuos de D. magna, para el 

estudio de cada concentración de sobrenadante de cultivo por bacteria ensayada. Los 

contenidos de cada pocillo se disolvieron directamente en la disolución estándar de ‘agua 

dulce’ (por litro. NaHCO3, 67,75 mg; CaCl2 x 2H2O, 294 mg; MgSO4 x 7H2O, 123,25 

mg;  KCl, 5,75 mg) preparada según las indicaciones del fabricante. Se consideró como 

inmóvil o muerto cualquier individuo que no mostrara natación alguna bajo estimulación 

(incluso si aún movía las antenas) durante un periodo máximo de 15 s de observación. Se 

usó dicromato potásico a 3,2 mg/l como compuesto de referencia tóxica.  

 

8.6. Ensayo de patogenicidad con ratones (Mus musculus CD1) 

Los ensayos de patogenicidad sobre ratones como modelo animal se llevaron a cabo según 

el protocolo descrito por Stelma y colaboradores (Stelma et al., 1987) en las instalaciones 

de la Unidad de Experimentación Animal del Centro de Investigación Biomedica 

(CIBM)-UGR. Las cepas en estudio se cultivaron a 30oC durante 24 h en TSB. A 

continuación se concentraron los cultivos 10 veces mediante centrifugado (5.500 x g 

durante 15 min.) y posteriormente se resuspendieron en una solución de 0,1% de peptona 

hasta alcanzar una concentración de 109 UFC/ml. Para este ensayo se emplearon cinco 

individuos CD1 hembra (23-24 g) por condición a ensayar a los que se les inyectaron 

intraperitonealmente (i.p) 0,1 ml de la suspensión. Aquellos organismos a ensayar con la 

misma cepa se mantuvieron juntos en las mismas jaulas de 0,4 L a 25oC, bajo ciclos luz-
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oscuridad de 12 horas y ventilación controlada. Los ratones se alimentaron con pienso 

para ratones estándar (Cunipic Premium Ratones) y agua, ambos esterilizados 

previamente. Los ratones se observaron durante dos semanas y se registraron los valores 

de peso corporal, diferencias de peso y número de muertes a los 7 y 14 días. Las cepas en 

ensayo que mataron 3 o más ratones fueron consideradas como patógenas (asumiendo un 

ratio de muerte natural no mayor del 20%). Como control negativo se inyectaron 5 ratones 

con 0,1% de peptona estéril. 

El trabajo con animales de laboratorio empleado se realizó bajo las normas establecidas 

por el comité de bioética para garantizar que la utilidad y cantidad de datos compensa el 

uso de animales. Los informes a presentar a este comité deben incluir metodología de 

reducción del dolor durante los tratamientos, así como el uso de mecanismos de eutanasia 

que permitan hacer término de la vida de los mismos de una forma humanitaria y lo más 

indolora posible. Para llevar a cabo el ensayo planteado, se incluyeron mecanismos de 

mejora del entorno que evitaran situaciones de estrés durante el proceso. Por otra parte, 

se incluyó un punto final de eutanasia para el ensayo con el uso de ketamina/xilacina a 

20 mg/kg como analgésico previo a la extracción total de sangre para análisis de 

componentes sanguíneos de control. 

 

8.7. Efectos bacterianos sobre plantas de pimiento (Capsicum annuum) 

Se valoraron los efectos sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de pimiento por parte 

de las bacterias en estudio siguiendo las indicaciones del apartado 2.5. 
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9. Formulación y monitorización de los efectos de protección y promoción del 

crecimiento en plantas  

9.1.Plásmido de entrega y plásmido auxiliador 

Los plásmidos de entrega que se usaron son portadores de una resistencia a gentamicina, 

Gm. Además, los plásmidos contienen una región mob, que se puede utilizar para la 

movilización del plásmido a partir de una bacteria a otra por los genes de transferencia 

RP4 situados en el plásmido pRK600 en la cepa de E. coli HB101. Por su parte, el 

plásmido auxiliador porta los genes de la transposasa Tn7 (TnsA-E), que además codifica 

la resistencia a ampicilina, Ap, en la cepa E. coli pUX-BF13. 

 

9.2. Introducción de plásmidos y marcado de una bacteria 

El marcaje de la bacteria se llevó a cabo mediante el método de conjugación 

cuatriparental. Para ello se llevó a cabo un cultivo de las cepas involucradas (donadora E. 

coli GFP2, auxiliadora E. coli pUX-BF13, portadora E. coli pRK600 y receptora 

Microbacterium sp. 3J1) en sus correspondientes medios con el antibiótico adecuado. 

Tras una noche crecimiento se lavaron los restos de antibiótico mediante centrigufado a 

14.000 rpm 5 min., y se resuspendieron en medio mínimo M9. Se tomaron 50 µl de cada 

cultivo y se mezclaron en un tubo de 1,5 ml para, posteriormente, depositarlos sobre un 

filtro colocado sobre una placa de medio TSA no selectivo. La placa se dejó incubar 

durante 8 horas a 30oC, temperatura óptima para la cepa receptora.  

De la biomasa en el filtro, se tomó una pequeña cantidad para realizar diluciones seriadas 

y siembra en placas selectivas que permitan únicamente el crecimiento de las cepas 

receptoras etiquetadas. Se dejó incubar una noche a 30oC.  

 

9.3.Comprobación del etiquetado  

La bacteria cultivada en medio selectivo con Gm se expuso a luz UV (350 nm) para 

comprobar si emitía  fluorescencia como se describe más abajo. De igual modo, se realizó 

una preparación in vivo, empleando una única colonia desde el cultivo puro sobre una 
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gota de agua destilada para observar bajo un microscopio de fluorescencia. Por último, se 

llevó a cabo una reacción cuantitativa en cadena con ADN polimerasa termorresistente 

en tiempo real (qPCR) para amplificar gfp con los cebadores GFP-Fw1 y GFP-Rw2, tal 

y como se describe en el apartado 4. 

La reacción de amplificación usando 5 µl de ADN molde y la mezcla maestra de 

SyberGreen (Roche), tuvo las mismas condiciones que para las descritas para la qPCR. 

 

9.4.Visualización en microscopio de fluorescencia y de láser confocal de 

fluorescencia 

Para el análisis de muestras en microscopio de fluorescencia y de láser confocal de 

fluorescencia se empleó un microscopio de epifluorescencia de filtro variable Axiophot 

(Zeiss, Oberkochen, Alemania) con un filtro de excitación a 485 nm y emisión a 

longitudes de onda > 520 nm; así como un microscopio de láser confocal invertido de 

Leica DMI6000 con láseres desde diodo azul 405 nm, Argón 458-514 nm, hasta He/Ne 

543-633 nm (Centro de Instrumentación Científica – UGR). Tras identificar y detallar los 

campos visuales, se ajustaron con el software de Leica las opciones que permitieran tomar 

secuencias y tomas puntuales de calidad. Con las secuencias de capas de diferentes 

profundidades se pudieron montar imágenes de combinación confocal 

transdimensionales con aumentos de 40-100X con aceite de inmersión.  

 

9.5.  Visualización en microscopio electrónico de barrido de presión variable 

(VP-SEM) 

Para el análisis microscópico de muestras por barrido electrónico se empleó un 

microscopio electrónico de barrido de presión variable, de alta resolución (VP-SEM) 

Zeiss SUPRA40VP con una fuente de electrones por emisión de campo tipo Schottky 

(cátodo caliente). Los detectores acoplados fueron el SE de electrones secundarios en alto 

vacío (topográfico lateral), el In Lens de electrones secundarios en alto vacío (topográfico 

cenital), el VP-SEM de electrones secundarios en bajo vacío, el AsB de electrones 

retrodispersados en alto y bajo vacío, y el STEM de electrones transmitidos DF y BF. 
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Tras identificar y detallar los campos visuales, se ajustaron los detectores apropiados para 

identificar estructuras celulares en superficie o a poca profundidad.  

 

9.6.  Formación y cuantificación de biopelículas 

La formación de biopelículas se examinó usando tubos de vidrio de silicato de boro 

(superficie hidrófila) siguiendo método descrito por O'Toole y col. (O'Toole et al., 1999). 

Un cultivo crecido de las cepas a estudiar se diluyó en TSB hasta una absorbancia de 0,05 

a 600. Se tomaron alícuotas de 2 ml de cada cultivo tubos de ensayo por triplicado, y se 

incubaron a 30oC, 250 rpm durante 6 y 24 h. Se midió la absorbancia alcanzada en los 

tiempos de muestreo. Las células no unidas al vidrio se retiraron enjugando los tubos con 

agua destilada. Las células unidas fueron teñidas incubándolas con cristal violeta 0,1% 

(p/v) a temperatura ambiente durante 15 min. Posteriormente, los tubos se lavaron dos 

veces con agua destilada para eliminar cualquier residuo no adherido. Las células unidas 

al vidrio se disolvieron añadiendo 5 ml de ácido acético glacial 10% (v/v) y se midió la 

absorbancia 600 nm. Se calculó la relación de absorbancia de células teñidas con cristal 

violeta (CVDO600) respecto a la absorbancia del cultivo muestreado (DO600).  

 

9.7.  Formulaciones de alginato 

La formulación con alginato de sodio para inmovilizar las células con o sin semilla, se 

llevó a cabo con modificaciones de las técnicas descritas por Bashan (Bashan, 1986), y 

siguiendo las indicaciones y correcciones de método empleadas por Power y col. (Power 

et al., 2011). Para preparar camas de alginato se mezclaron como sustrato 50 ml de 

alginato de sodio (4% p/v, concentración final 2%), 10 ml de leche desnatada en polvo 

(SMP) (100% p/v, concentración final 10%) y 40 ml de un cultivo de la cepa a formular, 

conteniendo aproximadamente (109 UFC/ml). La mezcla se depositó sobre una solución 

de CaCl2 al 2% (p/v) en agitación (50 rpm) empleando una jeringa estéril de 5 ml. Las 

camas resultantes se almacenaron a 4oC hasta su uso.  
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10. Programas informáticos utilizados y procesado estadístico 

Para llevar a cabo el análisis estadístico de los resultados obtenidos se realizaron 

tratamientos de ANCOVA y de ANOVA con los programas estadísticos SPSS Statistics 

23.0 (IBM, New York, NY (USA), 2012) y STATISTICA 10.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK 

(USA), 2010). 

 

Para la aplicación de ANOVA se llevó a cabo el tratamiento según las condiciones de 

ANOVA para una vía. Según los criterios de ANOVA, esta fue aplicable y, por tanto, se 

continuó con el tratamiento post hoc cuando la probabilidad del factor F fue menor de 

0,05 entendiendo que los datos con dicho resultado no eran iguales y mostraban por lo 

tanto diferencias significativas. En caso de ser el valor de probabilidad de F mayor de 

0,05 no aplicó ANOVA, dado que se entiende que los datos eran iguales y no existía 

diferencia significativa entre ellos. 

En el análisis post hoc se llevó a cabo en análisis de homogeneidad de varianzas o 

estadístico de Levene. En este caso se valoró la probabilidad o significancia en torno al 

valor 0,05. Para los valores de significancia menores de 0,05, se consideró que existían 

diferencias significativas en las varianzas de los grupos comparados y se llevó a cabo el 

tratamiento de la T2 de Tamhane para comprobar si la diferencia entre grupos era 

estadísticamente significativa. En el caso de valores superiores a 0,05, se consideró que 

no existían diferencias significativas en las varianzas de los grupos comparados y se llevó 

a cabo la prueba de Tukey para conocer si entre los grupos estudiados la diferencia era 

estadísticamente significativa. 
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En este trabajo se comprobó el efecto de una colección de bacterias xerotolerantes sobre 

plantas como inoculantes ante condiciones de sequía, para determinar si existe una 

correlación entre su nivel de tolerancia a la falta de agua, con el nivel de protección de 

plantas frente a la misma. Las bacterias capaces promover el crecimiento en plantas se 

denominan BPCP (PGPR, Plant Growth Promotion Rhizoacteria, por sus siglas en 

inglés). Sin embargo, a aquellas bacterias que mejoran la tolerancia a la desecación en 

plantas se las denomina en esta tesis BTDP (RDTE, Rhizobacterial drought tolerance 

enhancers, por sus siglas en inglés). Para este estudio se utilizó una colección de 

microorganismos tolerantes a la desecación aislada en nuestro grupo (Microbacterium sp. 

3J1, Arthrobacter koreensis 5J12A, Rhodococcus sp. 4J2A2, Leucobacter sp. 4J7B1 y 

Arthrobacter siccitolerans 4J27, cuyos niveles de supervivencia tras un periodo de 

desecación de 24 horas fueron de un 49%, 34%, 22%, 25% y 23%, respectivamente 

(Narváez-Reinaldo et al. 2010). Para que este análisis fuera completo, se estudió 

inicialmente la capacidad de promover el crecimiento de las plantas por la colección de 

microorganismos. Se caracterizó el potencial de las cepas como BPCB (PGPR) y, 

posteriormente, como BTDP (RDTE) sobre plantas de pimiento (Capsicum annuum var. 

annuum), tomate (Solamun lycopersicum), maíz (Zea mais) y soja (Glycine max), para 

evaluar los efectos sobre distintas especies vegetales. Se identificaron las cepas 

taxonómicamente más cercanas a aquellas que mayor protección producían sobre las 

plantas y se estudió de nuevo si existía una correlación entre aquellas cepas más tolerantes 

a la sequía con aquellas que más protegían a las plantas contra la falta de agua. Finalmente 

se realizó un estudio bioquímico del perfil de moléculas implicadas en procesos de 

fitoprotección frente a la sequía por parte de microorganismos. 

 

  

1. Promoción de crecimiento de plantas por acción bacteriana 

Para estudiar la promoción del crecimiento de plantas por las 5 cepas seleccionadas se 

empleó el método descrito en la sección 5 de Materiales y Métodos. Como control se 

utilizaron plantas inoculadas con Pseudomonas putida KT2440 por su capacidad para 

promover el crecimiento de plantas y por su sensibilidad frente a la falta de agua. De 

manera adicional, se utilizaron plantas sin inóculo para lo cual se empleó un volumen 

equivalente de inóculo en forma de solución salina 1xM9 libre de células. Los ensayos 
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con plantas de pimiento y tomate se llevaron a cabo entre febrero y mayo de 2012, 

mientras que los de maíz y soja se realizaron entre febrero y junio de 2013.  

Se registró el peso fresco (PF), peso seco (PS), peso totalmente túrgido (PTT) y contenido 

relativo de agua (CRA) descritos según se indica en el apartado 5.5 de la sección de 

Materiales y Métodos. 

Las plantas inoculadas con P. putida KT2440, mostraron diferencias significativas en 

todos los parámetros analizados respecto a las plantas no inoculadas, respondiendo a su 

capacidad promotora del crecimiento en plantas. Respecto a las cepas en estudio, las 

plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis 5J12A fueron las que 

presentaron mayores diferencias, siendo estas significativas respecto a los controles de 

plantas no inoculadas e inoculadas con P. putida KT2440, como puede observarse en la 

figura 14. Por otra parte, las plantas inoculadas con la cepa Rhodococcus sp. 4J2A2 

presentaron resultados significativamente superiores a las plantas no inoculadas, aunque 

estas diferencias no fueron significativas con respecto a las plantas inoculadas con P. 

putida KT2440. Por último, las plantas inoculadas con Leucobacter sp. 4J7B1 y A. 

siccitolerans 4J27 no mostraron diferencias significativas con las plantas no inoculadas. 

 

La altura alcanzada por las plantas inoculadas con las cepas en estudio fue en todos los 

casos mayor o igual que la obtenida por las plantas sin inocular al día 33 del ensayo. Los 

mayores aumentos de altura se dieron entre los días 20 y 33 del ensayo en todas las plantas 

salvo en las de soja que se dio entre los días 14 y 20, llegando a ser generalmente cerca 

del doble respecto al anterior punto de muestreo para las plantas inoculadas con A. 

koreensis 5J12A, con Microbacterium sp. 3J1, con Rhodococcus sp. 4J2A2 y con P. 

putida KT2440. Este aumento no fue estadísticamente distinto en el caso las plantas 

inoculadas con Leucobacter sp. 4J7B1, ni con las inoculas con A. siccitolerans 4J27 

respecto a las plantas no inoculadas.  

 

Al día 33 del ensayo, los valores obtenidos por las plantas inoculadas con Microbacterium 

sp. 3J1 llegaron a ser entre un 40% (para el maíz y la soja) y un 70% (para el pimiento y 

el tomate) superiores a los obtenidos por las plantas inoculadas con P. putida KT2440. 

Por otra parte, los valores fueron hasta 4 veces superiores a los obtenidos por plantas no 

inoculadas en el caso de plantas de pimiento y tomate, y de en torno al doble en plantas 

de maíz y soja.  
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Figura 14. Estado a los 33 días de las plantas inoculas e incubadas en condiciones 

de riego. Se muestran las plantas de pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja (D) 

inoculadas con las cepas Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 5J12A, P. putida 

KT2440, Rhodococcus sp. 4J2A2, A. siccitolerans 4J27, Leucobacter sp. 4J7B1 y de 

las plantas sin inocular al día 33 en condiciones de riego. 
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Respecto a las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A, estas no mostraron diferencias 

significativas con las plantas inoculadas con P. putida KT2440 en el caso del pimiento, 

mientras que fueron un entre un 20%-60% superiores en los otros casos (para el maíz y 

la soja, y para el tomate, respectivamente). Las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 

4J2A2 no presentaron diferencias significativas con las inoculadas con P. putida KT2440, 

pero sí respecto a las plantas no inoculadas. En ninguno de los casos estudiados las plantas 

inoculadas con Leucobacter sp. 4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 mostraron diferencias 

significativas respecto a las plantas no inoculadas como puede observarse en la figura 15.  

 

Figura 15. Altura tallo de las plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes en 

condiciones de riego. Se muestran los datos obtenidos en plantas de pimiento (A), 

tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta 

en cm. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen 

referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 7, el gris claro 

al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33 de muestreo. Se indica diferencia 

significativa con el control sin inóculo (*), mientras que si además existe diferencia 

significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble asterisco (**). 
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Respecto a los datos de longitud de las raíces, en el caso de las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1, con A. koreensis 5J12A, Rhodococcus sp. 4J2A2 y con P. putida 

KT2440 mostraron una longitud mayor y con una diferencia significativa respecto a las 

de plantas sin inóculo en todos los casos estudiados. Las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 mostraron raíces entre un 10% (para el pimiento y en el maíz) y 

un 20% (para el tomate y la soja) más largas que las inoculadas con P. putida KT2440. 

En las plantas sin inocular, esta diferencia llegó a ser en torno al 30-40% superior, salvo 

en plantas de soja en las que llegó a ser de casi el doble.  

En el caso de las plantas inoculadas tanto con A. koreensis 5J12A, como con Rhodococcus 

sp. 4J2A2 mostraron una diferencia significativa de entre 10-25% respecto a las plantas 

no inoculadas, salvo en el caso de la soja, donde esta diferencia llegó ser de un 40% 

superior. Ni las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A, ni las inoculadas con 

Rhodococcus sp. 4J2A2 mostraron diferencias significativas con las plantas inoculadas 

con P. putida KT2440. En ninguno de los casos estudiados las plantas inoculadas con 

Leucobacter sp. 4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 mostraron diferencia significativa 

respecto a las plantas no inoculadas como puede observarse en la figura 16. 
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Figura 16. Longitud de la raíz de las plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de riego. Se muestran los datos obtenidos en plantas de 

pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se muestra la longitud de 

la raíz de la planta en cm. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de 

las barras hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 

7 de muestreo, el gris claro al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33. Se indica 

diferencia significativa con el control negativo mediante un asterisco (*), mientras que 

si además existe diferencia significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble 

asterisco (**). 

 

El peso fresco (PF) de las plantas inoculadas aumentó de manera más notable en la última 

mitad del ensayo. En las muestras tomadas el día 33, las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 mostraron valores de peso fresco mayores al resto de plantas, 

llegando a ser de en torno a un 30-40% superiores a los de las plantas inoculadas con P. 

putida KT2440, salvo en el caso de las plantas de maíz que fue en torno a un 70%. 

Respecto a las plantas no inoculadas, esta diferencia llegó a ser cerca del doble. Para el 

caso de las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A, sus valores de PF fueron en torno 

a un 15-20% superiores respecto a los valores finales de las plantas inoculadas con P. 
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putida KT2440, salvo en el caso del tomate, en el cual la diferencia fue de en torno al 5%. 

Las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2 no presentaron diferencia 

significativa con las inoculadas con P. putida KT2440, pero sí respecto a las plantas no 

inoculadas. En ninguno de los casos estudiados las plantas inoculadas con Leucobacter 

sp. 4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 mostraron diferencia significativa respecto a las 

plantas no inoculadas como puede observarse en la figura 17.  

 

  

  

 

Figura 17. Peso fresco de las plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes en 

condiciones de riego. Se muestran los datos obtenidos en plantas de pimiento (A), 

tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se muestra el peso en mg o g de la planta. 

En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia 

al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 7 de muestreo, el gris claro 

al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33. Se indica diferencia significativa con 

el control negativo mediante un asterisco (*), mientras que si además existe diferencia 

significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble asterisco (**). 
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Análogamente se midió el peso seco (PS) de las plantas, el cual aumentó en todas las 

condiciones durante los primeros puntos de muestreo, dándose los mayores aumentos 

hacia el último punto de muestreo. Las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 

mostraron valores de PS superiores al resto de plantas, llegando a ser en torno a un 40-

80% superiores a los valores de PS de las plantas inoculadas con P. putida KT2440. En 

cuanto a las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A la diferencia fue de un 16% (en 

el caso del maíz) y un 50% (en el caso del pimiento) superiores. Con respecto a las plantas 

no inoculadas, la diferencia detectada llegó a ser de más de un 80% en maíz, más del 

doble en pimiento y soja, y más del triple en tomate. La excepción más notoria en este 

caso se dio respecto a las plantas inoculadas con Leucobacter sp. 4J7B1 en tomate, cuya 

diferencia apenas llegó al 40% del valor obtenido por las inoculadas con Microbacterium 

sp. 3J1.  

Para el caso de las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A, sus valores de PS fueron 

en torno a un 20-30% superiores respecto a los valores finales de las plantas inoculadas 

con P. putida KT244. Las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2 no mostraron 

diferencias significativas con las inoculadas con P. putida KT2440, salvo en el caso del 

tomate. Salvo en los casos mencionados, las plantas inoculadas con Leucobacter sp. 

4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 no mostraron diferencia significativa respecto a las 

plantas no inoculadas como puede observarse en la figura 18.  
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Figura 18. Peso seco de plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes en 

condiciones de riego. Se muestran los datos obtenidos en plantas de pimiento (A), 

tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se muestra el peso en mg o g de la planta. 

En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia 

al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 7 de muestreo, el gris claro 

al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33. Se indica diferencia significativa con 

el control negativo mediante un asterisco (*), mientras que si además existe diferencia 

significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble asterisco (**). 

 

También se estudiaron los valores correspondientes al peso totalmente túrgido (PTT). En 

las muestras tomadas el día 33, las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 

mostraron valores de PTT superiores al resto de plantas, llegando a ser en torno a un 20-

40% superiores a los de las plantas inoculadas con P. putida KT2440. Respecto a las 

plantas no inoculadas, esta diferencia llegó a ser de entre un 60% en caso del maíz, hasta 

un 90% respecto al caso de la soja. En cuanto a las plantas inoculadas con A. koreensis 
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5J12A, sus valores de PTT fueron en torno a un 5-20% superiores respecto a los valores 

finales de las plantas inoculadas con P. putida KT2440. Las plantas inoculadas con 

Rhodococcus sp. 4J2A2 no mostraron diferencias significativas con las inoculadas con P. 

putida KT2440. En ninguno de los casos estudiados las plantas inoculadas con 

Leucobacter sp. 4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 mostraron diferencia significativa 

respecto a las plantas no inoculadas como puede observarse en la figura 19.  

 

  

  
 

Figura 19. Peso totalmente túrgido de plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de riego. Se muestran los datos obtenidos en plantas de 

pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se muestra el peso en mg 

o g de la planta. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras 

hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 7 de 

muestreo, el gris claro al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33. Se indica 

diferencia significativa con el control negativo mediante un asterisco (*), mientras que 

si además existe diferencia significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble 

asterisco (**). 
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El análisis de los diferentes pesos nos permitió evaluar parámetros como el potencial de 

recuperación de agua (PRA), entendido como la diferencia entre PTT y PF, el cual indica 

lo distante que está la planta de su estado de equilibrio o de máximo turgor tras un periodo 

de sequía, de forma que valores bajos de PRA indican un estado cercano al equilibrio 

hídrico de la planta. En el caso del pimiento, tras 33 días de ensayo los valores de PRA 

de las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J llegaron a ser de hasta 12 veces 

inferiores respecto a las plantas no inoculadas, y hasta 10 veces inferiores respecto a las 

plantas inoculadas con P. putida KT2440. En las plantas inoculadas con A. koreensis 

5J12A, esta diferencia fue de 6 y 5 veces respecto a las plantas no inoculadas e inoculadas 

con P. putida KT2440, respectivamente. El resto de condiciones mostraron valores de 

PRA similares o superiores a los obtenidos por las plantas inoculadas con P. putida 

KT2440.  

En el caso del tomate, tanto las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 como con 

A. koreensis 5J12A mostraron valores un 75% inferiores a los mostrados por las plantas 

no inoculadas, no existiendo diferencia significativa sin embargo con respecto a las 

plantas inoculadas con P. putida KT2440. Para el caso del maíz, los valores de PRA para 

las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 fueron un 64% inferiores a los 

mostrados por plantas no inoculadas, mientras que las plantas inoculadas con A. koreensis 

5J12A mostraron valores un 10% inferiores respecto a dichas plantas. El resto de 

condiciones mostraron valores de PRA entre un 10-30% superiores a los de las plantas 

no inoculadas. Por último, respecto al caso de la soja, los valores de PRA de las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 llegaron a ser de hasta 2,5 veces menores que los 

mostrados por las plantas no inoculadas y casi 2 veces respecto a las plantas inoculadas 

con P. putida KT2440. Las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A mostraron valores 

casi un 85% inferiores respecto a los de las plantas no inoculadas, siendo de cerca del 

30% inferiores a los mostrados por las plantas inoculadas con P. putida KT2440. Las 

plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2 no mostraron diferencias respecto a las 

plantas inoculadas con P. putida KT2440. En el resto de casos, las plantas inoculadas con 

Leucobacter sp. 4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 mostraron resultados semejantes o 

superiores a los mostrados por las plantas no inoculadas, como puede observarse con más 

detalle en la figura 20.  
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Figura 20. Potencial de recuperación de agua de plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de riego. Se muestran los datos obtenidos en plantas de 

pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se muestra el peso en mg 

de la planta. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras 

hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 7 de 

muestreo, el gris claro al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33. Se indica 

diferencia significativa con el control negativo mediante un asterisco (*), mientras que 

si además existe diferencia significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble 

asterisco (**). 
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Respecto a los valores de CRA, que indican el estado hídrico de la planta respecto al 

mejor estado posible o al estado hídrico ideal de la misma, en general se observa que estos 

valores de las plantas se mantuvieron estables o con un ligero aumento. Salvo en el caso 

del maíz, no existió diferencia significativa en los valores de CRA entre las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 y con A. koreensis 5J12A, llegando a mostrar 

valores de en torno al 4-5% superiores a las plantas inoculadas con P. putida KT2440 en 

todos los casos salvo para la soja, donde dicha diferencia fue del 2%.  

Respecto a las plantas no inoculadas, estas diferencias fueron de entre el 5-10% superiores 

en todos los casos salvo en el tomate, donde la diferencia llegó a ser de cerca del 25% 

superior. Por otra parte, las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2 no presentaron 

diferencia significativa con las plantas inoculadas con P. putida KT2440, salvo en el caso 

del maíz, donde dicha diferencia fue de en torno a un 2% superior. Todas las plantas 

inoculadas presentaron valores estadísticamente superiores a los obtenidos por las plantas 

no inoculadas, salvo en el caso del pimiento y la soja, en el que las plantas inoculadas con 

A. siccitolerans 4J27 y con Leucobacter sp. 4J7B1 donde no se observó dicha diferencia. 

Estos datos pueden observarse con más detalle en la figura 21. 
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Figura 21. Contenido relativo de agua en plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de riego. En ordenadas de muestran los valores 

adimensionales del CRA. En abscisas se indican los tiempos de muestreo. Los puntos 

con círculo blanco se corresponden con plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1; 

los cuadrados con plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A; con triángulos las plantas 

inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2; con rombos las plantas Leucobacter sp. 4J7B1; 

los símbolos en forma de círculos oscuros con A. siccitolerans 4J27; los cuadrados con 

P. putida KT2440; y los triángulos oscuros con plantas no inoculadas. Se muestran los 

datos obtenidos en plantas de pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja (D). Se indica 

diferencia significativa con el control negativo mediante un asterisco (*), mientras que 

si además existe diferencia significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble 

asterisco (**). 
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El último de los análisis obtenidos mediante los pesos registrados fue el índice de 

retención de agua (IRA), entendido como la diferencia entre PF y PS, el cual indica el 

agua que es capaz de recuperar una planta dependiendo de su estado fisiológico respecto 

al estado totalmente desecado o de marchitez. En el caso de las plantas de pimiento y 

tomate, para las muestras tomadas el día 33, las plantas inoculadas con Microbacterium 

sp. 3J1 mostraron valores un 10% (pimiento) y un 5% (tomate) superiores respecto a las 

plantas inoculadas con P. putida KT2440, llegando al 15 y al 7,5% superiores respecto a 

las plantas no inoculadas, respectivamente. Las plantas inoculadas con A. koreensis 

5J12A mostraron valores de IRA superiores al resto de plantas, llegando a ser de entre un 

25% (pimiento) y un 50% (tomate) superior a los de las plantas inoculadas con P. putida 

KT2440. Respecto a las plantas no inoculadas, esta diferencia llegó a ser de en torno a un 

85% superior en el caso del pimiento y más del doble en el caso del tomate. Las plantas 

inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2 no presentaron diferencia significativa en IRA 

respecto a las plantas inoculadas con P. putida KT2440. En el caso de las plantas de maíz 

y soja, las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 mostraron valores IRA 

significativamente superiores al resto de plantas, llegando a ser un 35% superiores a los 

de las plantas inoculadas con P. putida KT2440. Estas plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 presentaron un IRA que llegó a ser más de doble respecto a las 

plantas no inoculadas, esta diferencia llegó a ser más del doble en el caso de la soja y de 

en torno a un 65% superior en el caso del pimiento. Las plantas inoculadas con A. 

koreensis 5J12A mostraron valores significativamente superiores a las plantas inoculadas 

con P. putida KT2440, llegando a ser de entre un 20% (en el caso del maíz) y un 15% (en 

el caso de la soja) superior. Respecto a las plantas no inoculadas, esta diferencia llegó a 

ser de en torno al 25% superior en ambos casos. Las plantas inoculadas con Rhodococcus 

sp. 4J2A2 no mostraron diferencia significativa en IRA respecto a las plantas inoculadas 

con P. putida KT2440. En ninguno de los casos estudiados las plantas inoculadas con 

Leucobacter sp. 4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 mostraron diferencia significativa en 

IRA respecto a las plantas no inoculadas como puede observarse en la figura 22.  
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Figura 22. Índice de retención de agua de las plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes a los diferentes tiempos del ensayo en condiciones de riego. Se 

muestran los datos obtenidos en plantas de pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja 

(D). En ordenadas se muestra el peso en mg de la planta. En abscisas se indican los 

inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia al tiempo de muestra, 

siendo el blanco correspodiente al día 7 de muestreo, el gris claro al día 14, el gris 

oscuro al 20 y el negro al día 33. Se indica diferencia significativa con el control 

negativo mediante un asterisco (*), mientras que si además existe diferencia 

significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble asterisco (**). 
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2. Xeroprotección de plantas de pimiento por acción bacteriana 

Tras estudiar la promoción del crecimiento de las plantas por parte de los 

microorganismos se estudió la capacidad de proteger a estas plantas contra la sequía por 

parte de la colección de cepas tolerantes a la falta de agua.  

Para este estudio partimos de plantas de 28 días de edad, trascurridos desde su 

germinación, tal y como se indica en el apartado 5 de la sección Materiales y Métodos. 

En este momento se inocularon las plantas y se cesó el riego de todas las macetas para 

comenzar a provocar condiciones de estrés por sequía en las plantas, considerando este 

momento como el tiempo 0. A partir de este tiempo se tomaron muestras a los 7, 14, 20 

y 33 días, extrayendo tres plantas inoculadas con cada una de las cepas bacterianas 

Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 5J12A, Rhodococcus sp. 4J2A2, Leucobacter sp. 

4J7B1 y A. siccitolerans 4J27. Adicionalmente se utilizaron plantas inoculadas con la 

cepa P. putida KT2440, por la capacidad de este microorganismo de promover el 

crecimiento de plantas y por ser sensible a la falta de agua. Por último, también se 

utilizaron plantas a las que se añadió el volumen equivalente de inóculo en forma de 

medio mínimo M9 y por tanto, consideradas como no inoculadas.  

En cada muestreo se registró peso fresco (PF), peso seco (PS), peso totalmente túrgido 

(PTT) y contenido relativo de agua (CRA), descritos según se indica en el apartado 5.5 

de la sección de Materiales y Métodos. Así, transcurridos 33 días en ausencia de riego, 

tanto las plantas inoculadas con P. putida KT2440 como las plantas no inoculadas 

presentaron una apariencia marchita al final del proceso. Las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 y con A. koreensis 5J12A, toleraron la sequía mostrando una 

apariencia y tamaño normal. Por su parte, las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 

4J2A2 mostraron un ligero nivel de resistencia a la sequía en algunos casos de estudio. 

Las plantas inoculadas con Leucobacter sp. 4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 también se 

marchitaron al final del ensayo en la mayoría de casos. Los ensayos con plantas de 

pimiento y tomate se llevaron a cabo entre febrero y mayo de 2012, mientras que los de 

maíz y soja se realizaron entre febrero y junio de 2013. El estado de las plantas al final 

del ensayo puede observarse en la figura 23. 
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Figura 23. Aspecto de plantas inoculadas, a los 33 días sin riego. Se muestran las 

plantas de pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja (D) inoculadas con las cepas 

Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 5J12A, P. putida KT2440, Rhodococcus sp. 

4J2A2, A. siccitolerans 4J27, Leucobacter sp. 4J7B1 y de las plantas sin inocular al día 

33 en condiciones de sequía. 
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El peso fresco (PF) de las plantas inoculadas con cada una de las cepas aumentó de manera 

más marcada hacia la última mitad del ensayo cuando estaban inoculadas con las cepas 

Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 5J12A y Rhodococcus sp. 4J2A2. En las muestras 

tomadas el día 33, las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 mostraron valores 

de peso fresco superiores a los de las plantas inoculadas con P. putida KT2440 y a las 

plantas no inoculadas, llegando a mostrar una diferencia de más del doble.  

Para el caso de las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A, sus valores de PF fueron 

en torno a un 40-45% superiores a los de las plantas inoculadas con P. putida KT2440 y 

a las plantas no inoculadas, salvo en el caso de la soja, donde esta diferencia llegó a ser 

de hasta casi el 80% superior. Las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2 

mostraron valores de en torno a un 15% superiores a los de las plantas inoculadas con P. 

putida KT2440 y a las plantas no inoculadas en los casos del pimiento y el maíz, llegando 

hasta el 30% en el de la soja. Esta cepa no mostró diferencia significativa con los controles 

en el caso del tomate. En ninguno de los casos estudiados las plantas inoculadas con 

Leucobacter sp. 4J7B1 o con A. siccitolerans 4J27 mostraron diferencia significativa 

respecto a las plantas no inoculadas como puede observarse en la figura 24. 
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Figura 24. Peso fresco de plantas inoculadas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de sequía. Se muestran los datos obtenidos en plantas 

de pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se muestra el peso en 

mg o g de la planta. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las 

barras hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 7 

de muestreo, el gris claro al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33. Se indica 

diferencia significativa con el control negativo mediante un asterisco (*), mientras que 

si además existe diferencia significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble 

asterisco (**). 

 

 

 

 

  

  

0

50

100

150

200

P
es

o
 f

re
sc

o
 (

m
g

)

A
**

*
*

0

50

100

150

200

P
e
so

 f
r
e
sc

o
 (

m
g

)

B
**

*

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

P
es

o
 f

re
sc

o
 (

g
)

C **
*

*

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2
P

e
so

 f
r
e
sc

o
 (

g
)

D **

*
*



Capítulo I – Evaluación de las interacciones planta-microorganismo xerotolerante 

93 
  

El peso seco (PS) de las plantas inoculadas con cada una de las cepas aumentó de manera 

más marcada en la última mitad del ensayo. En ningún caso se observó diferencia 

significativa entre los valores de PS de las plantas inoculadas con P. putida KT2440 y los 

de las plantas no inoculadas. En las muestras tomadas el día 33, las plantas inoculadas 

con Microbacterium sp. 3J1 mostraron valores de PS superiores a los de las plantas no 

inoculadas, así como para las plantas inoculadas con P. putida KT2440, llegando a ser 

más del doble respecto a ambas condiciones. Únicamente en el caso del tomate la 

diferencia mostrada fue en torno a un 60% superior.  

Respecto a las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A, sus valores de PS fueron en 

torno a un 30-35% superiores respecto tanto a las plantas no inoculadas como a las 

inoculadas con P. putida KT2440, salvo en el caso de la soja, en la que los valores 

mostrados llegaron a ser de casi el doble superiores respecto a dichas condiciones. Por 

último, las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2, mostraron valores en torno a 

un 15-20% superiores a los de las plantas inoculadas con P. putida KT2440 o con las 

plantas no inoculadas. En ninguno de los casos estudiados las plantas inoculadas con 

Leucobacter sp. 4J7B1 o con A. siccitolerans 4J27 mostraron diferencias significativas 

respecto a las plantas no inoculadas como puede observarse en la figura 25.  

 

 

 

 

 

 



Capítulo I – Evaluación de las interacciones planta-microorganismo xerotolerante 

94 
 

  

  

 

Figura 25. Peso seco de plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes a los 

diferentes tiempos del ensayo en condiciones de sequía. Se muestran los datos 

obtenidos en plantas de pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se 

muestra el peso en mg o g de la planta. En abscisas se indican los inóculos utilizados. 

Los colores de las barras hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco 

correspodiente al día 7 de muestreo, el gris claro al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro 

al día 33. Se indica diferencia significativa con el control negativo mediante un asterisco 

(*), mientras que si además existe diferencia significativa sobre el resto de cepas se 

emplea un doble asterisco (**). 
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El peso totalmente túrgido (PTT) de las plantas inoculadas con cada una de las cepas 

aumentó de manera más marcada en la última mitad del ensayo. En las muestras tomadas 

el día 33, las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 mostraron valores de PTT 

superiores a los de las plantas no inoculadas, así como para las plantas inoculadas con P. 

putida KT2440, llegando a ser de entre un 20% para el maíz y un 55% para el pimiento y 

la soja. En el caso del tomate la diferencia mostrada fue en torno al doble respecto a las 

plantas inoculadas con P. putida KT2440.  

En cuanto a las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A, sus valores de PTT fueron en 

torno a un 15-30% superiores respecto tanto a las plantas no inoculadas como respecto a 

las inoculadas con P. putida KT2440, salvo en el caso de la soja, en la que los valores 

mostrados llegaron a ser de casi el doble respecto a dichas condiciones. Por último, las 

plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2, mostraron valores en torno a un 20% 

superiores a los de las plantas control en el caso del pimiento y la soja. En ninguno de los 

casos estudiados las plantas inoculadas con Leucobacter sp. 4J7B1 o con A. siccitolerans 

4J27 mostraron diferencias significativas respecto a las plantas no inoculadas como puede 

observarse en la figura 26.  
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Figura 26. Peso totalmente túrgido de las plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de sequía. Se muestran los datos obtenidos en plantas 

de pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se muestra el peso en 

mg o g de la planta. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las 

barras hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 7 

de muestreo, el gris claro al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33. Se indica 

diferencia significativa con el control negativo mediante un asterisco (*), mientras que 

si además existe diferencia significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble 

asterisco (**). 
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El potencial de recuperación de agua (PRA) de las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 llegó a ser de hasta 2-4 veces inferior respecto tanto a las plantas 

no inoculadas como en las inoculadas con P. putida KT2440, salvo en el caso del maíz, 

donde la diferencia llegó a ser 8 veces inferior. En las plantas inoculadas con A. koreensis 

5J12A, la diferencia de PRA fue de entre 2-3 veces inferior respecto a las plantas no 

inoculadas e inoculadas con P. putida KT2440, salvo en el caso del maíz, donde esta 

diferencia llegó a ser de más de 5 veces inferior.  

Las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2 mostraron un PRA de en torno a un 

20-30% inferior respecto a las plantas no inoculadas con P. putida KT2440, salvo en el 

caso del pimiento, donde no mostraron diferencia significativa con las inoculadas con P. 

putida KT2440. Para las plantas de maíz, la diferencia con los valores de PRA de las 

plantas control llegó a ser hasta 4 veces inferior. Las plantas inoculadas con Leucobacter 

sp. 4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 mostraron diferencias significativas respecto a las 

plantas no inoculadas en sus valores de PRA en los casos del maíz (en torno al 20% 

inferiores) y del pimiento (2 veces inferiores) respectivamente. En el resto de casos, estas 

plantas mostraron resultados semejantes o superiores a los mostrados por las plantas no 

inoculadas, como puede observarse con más detalle en la figura 27.  
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Figura 27. Potencial de recuperación de agua (PRA) de plantas inoculadas con las 

cepas xerotolerantes en condiciones de sequía. Se muestran los datos obtenidos en 

plantas de pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se muestra el 

peso en mg de la planta. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de 

las barras hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 

7 de muestreo, el gris claro al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33. Se indica 

diferencia significativa con el control negativo mediante un asterisco (*), mientras que 

si además existe diferencia significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble 

asterisco (**). 
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Respecto al CRA, en general se observa que los valores a partir del segundo y tercer punto 

de muestreo comenzaron a reducirse de manera más marcada. Sólo en los casos de las 

plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A y con Microbacterium sp. 3J1, se superaron 

los valores de CRA de 0,85 al final de ensayo. Las plantas inoculadas con Microbacterium 

sp. 3J1 mostraron diferencias significativas con el CRA de las plantas no inoculadas 

llegando las diferencias a ser de entre un 40-50%. El valor de CRA fue en torno a un 15-

17% mayor que en las plantas inoculadas con P. putida KT2440 en los casos del pimiento 

y el tomate, mientras que para el maíz y la soja llegó a ser en torno al 30-35% superior. 

Las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A mostraron valores de en torno a un 12-

13% superiores a los de las plantas no inoculadas. En cuanto a las plantas inoculadas con 

P. putida KT2440, esta diferencia llegó a ser de en torno al 12-13% en los casos del 

pimiento y el tomate, mientras que para el maíz y la soja llegó a ser en torno al 25-35% 

superior.  

Por su parte, las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2 mostraron diferencias 

entre 15- 25% superiores con respecto a las plantas no inoculadas. Las diferencias en 

CRA de las plantas inoculadas con esta cepa respecto a las plantas inoculadas con P. 

putida KT2440 fueron un 20-25% superiores en los casos del maíz y la soja, mientras que 

en los casos del pimiento y el tomate no mostraron diferencias significativas. Por su parte, 

las plantas inoculadas con A. siccitolerans 4J27 y con Leucobacter sp. 4J7B1, mostraron 

un CRA de un 20% superior respecto a las plantas sin inocular en los casos del tomate y 

el pimiento, y de algo más del 10% superior en el caso plantas de soja inoculadas con 

Leucobacter sp. 4J7B1. Sin embargo, los resultados de CRA no llegaron a mostrar dicha 

diferencia significativa en el caso del maíz. Por otra parte, estas cepas no mostraron 

diferencia significativa con las plantas inoculadas con P. putida KT2440, salvo en el caso 

de las plantas de pimiento y de soja, donde dicha diferencia fue de en torno al 10%, 

respectivamente, tal y como se puede observar en la figura 28.  
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Figura 28. Contenido relativo de agua (CRA) en plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de sequía. En ordenadas se muestran los valores 

adimensionales del CRA. En abscisas se indican los tiempos de muestreo. Los puntos 

con círculo blanco se corresponden con plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1; 

los cuadrados blancos con plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A; con triángulos 

blancos las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2; con rombos las plantas 

Leucobacter sp. 4J7B1; los símbolos en forma de círculos oscuros con A. siccitolerans 

4J27; los cuadrados negros con P. putida KT2440; y los triángulos oscuros con plantas 

no inoculadas. Se muestran los datos obtenidos en plantas de pimiento (A), tomate (B), 

maíz (C) y soja (D). Se indica diferencia significativa con el control negativo mediante 

un asterisco (*), mientras que si además existe diferencia significativa sobre el resto de 

cepas se emplea un doble asterisco (**). 
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El índice de retención de agua (IRA) observado en las muestras tomadas el día 33 por las 

plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 fue un 40-55% superior tanto a las plantas 

no inoculadas como a las inoculadas con P. putida KT2440. Para el caso de las plantas 

inoculadas con A. koreensis 5J12A, los valores de IRA fueron de un 30-40% superiores 

respecto tanto a las plantas no inoculadas como a las inoculadas con P. putida KT2440.  

Respecto a las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2, la diferencia respecto a 

los valores de las plantas no inoculadas y a los de las inoculadas con P. putida KT2440 

fue de en torno a un 20-40% superiores, salvo en el caso del tomate, en la que no 

mostraron diferencias significativas respecto a las plantas con condiciones control. En 

ninguno de los casos estudiados las plantas inoculadas con Leucobacter sp. 4J7B1 o con 

A. siccitolerans 4J27 mostraron diferencia significativa respecto a las plantas no 

inoculadas, como puede observarse en la figura 29. 
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Figura 29. Índice de Recuperación de agua de las plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de sequía. Se muestran los datos obtenidos en plantas 

de pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se muestra el peso en 

mg de la planta. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras 

hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 7 de 

muestreo, el gris claro al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33. Se indica 

diferencia significativa con el control negativo mediante un asterisco (*), mientras que 

si además existe diferencia significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble 

asterisco (**). 
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Además del estudio del peso de las plantas, y su contenido hídrico, también estudiamos 

la longitud de las plantas tanto en su parte aérea como radicular. Este estudio se realizó 

con objeto de identificar si las cepas bacterianas que usábamos causaban algún tipo de 

efecto sobre el crecimiento sobre las plantas en condiciones de estrés hídrico. 

De este modo, para los datos de altura, se tomó como medida la longitud en cm desde la 

base blanquecina de tallo o el punto donde se encontraran las primeras raíces, hasta el 

plano horizontal formado por el primer par de hojas (hojas seminales). Mientras que para 

las raíces se tomó como medida la longitud en cm desde la base blanquecina de tallo o el 

punto donde se encontraran las primeras raíces, hasta la punta del ápice radical más largo 

sin forzar el estiramiento del mismo.  

Así, la longitud alcanzada en las muestras tomadas el día 33 por las plantas inoculadas 

con Microbacterium sp. 3J1 mostraron valores 2-3 veces superiores tanto a las plantas no 

inoculadas, como a las inoculadas con P. putida KT2440. Para el caso de las plantas 

inoculadas con A. koreensis 5J12A, sus valores de longitud fueron de algo menos del 

doble respecto tanto a las plantas no inoculadas, como a las inoculadas con P. putida 

KT2440, salvo en el caso de la soja y el maíz, donde dicha diferencia fue de un 40% 

superior. Respecto a las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2, la diferencia en 

longitud de la parte aérea de las plantas no inoculadas y a los de las inoculadas con P. 

putida KT2440 fue de en torno a un 15-25% superiores, salvo en el caso del tomate, en 

la que no mostraron diferencias significativas respecto a las plantas control. En ninguno 

de los casos estudiados las plantas inoculadas con Leucobacter sp. 4J7B1 o con A. 

siccitolerans 4J27 mostraron diferencia significativa respecto a las plantas no inoculadas, 

como puede observarse en la figura 30. 
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Figura 30. Altura del tallo de las plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes 

en condiciones de estrés hídrico. Datos correspondientes a plantas de pimiento (A), 

tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se muestra la longitud del tallo de la 

planta en cm. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras 

hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 7 de 

muestreo, el gris claro al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33. Se indica 

diferencia significativa con el control negativo mediante un asterisco (*), mientras que 

si además existe diferencia significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble 

asterisco (**). 
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La longitud de las raíces en las muestras tomadas el día 33 para las plantas inoculadas 

con Microbacterium sp. 3J1 mostraron valores superiores tanto a las plantas no 

inoculadas como a las inoculadas con P. putida KT2440, esta diferencia llegó a ser de un 

50-75% superior, salvo en el caso de la soja, donde la diferencia llegó a ser de 2 veces 

superior. Para el caso de las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A, su valor de 

longitud fue en torno a un 25% superiores tanto a las plantas no inoculadas como a las 

inoculadas con P. putida KT2440, salvo en el caso de la soja, donde esta diferencia llegó 

hasta el 40%.  

Respecto a las plantas inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2, estas mostraron valores 

de longitud de raíz de entre un 15-30% superiores a los de las plantas con condiciones 

control, salvo en el caso de las plantas de tomate, donde no mostraron diferencias 

significativas con las mismas. En ninguno de los casos estudiados las plantas inoculadas 

con Leucobacter sp. 4J7B1 o con A. siccitolerans 4J27 mostraron diferencia significativa 

respecto a las plantas no inoculadas como puede observarse en la figura 31. 
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Figura 31. Longitud de la raíz de las plantas de pimiento inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de sequía. Se muestran los datos obtenidos en plantas 

de pimiento (A), tomate (B), maíz (C) y soja (D). En ordenadas se muestra la longitud 

de la raíz de la planta en cm. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores 

de las barras hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al 

día 7 de muestreo, el gris claro al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33. Se 

indica diferencia significativa con el control negativo mediante un asterisco (*), 

mientras que si además existe diferencia significativa sobre el resto de cepas se emplea 

un doble asterisco (**). 
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3. Protección de plantas por cepas taxonómicamente cercanas 

Dado que los mayores niveles de protección de las plantas frente a la sequía se producían 

por parte de las cepas microbianas con mayor tolerancia a la falta de agua, decidimos 

estudiar la capacidad de protección de los cultivos en función del grado de tolerancia a la 

sequía de los microorganismos por parte de las especies más cercanas a los mismos. Para 

esto se realizó un estudio taxonómico que identificase los microorganismos 

taxonómicamente más cercanos a cada una de las bacterias estudiadas. Se calculó la 

tolerancia a la falta de agua por estas cepas y posteriormente se realizó un análisis de la 

protección frente a la sequía de las plantas cuando estaban inoculadas con estas cepas. 

  

3.1. Análisis taxonómico de las cepas tolerantes a la sequía. Árbol 

filogenético 

Para analizar cuáles eran las cepas taxonómicamente más cercanas a las dos cepas que 

más protección habían generado sobre las plantas (Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis 

5J12A) se realizó un estudio en base al gen codificante para el ARNr 16S, empleando la 

herramienta BLAST de la base de datos proporcionada por la web del NCBI, 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), así como el programa de ensamble y 

comparación de secuencias ClutalW del EMBL-EBI 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Con ello se obtuvieron árboles 

filogenéticos por agrupación y algoritmo del vecino más próximo. Así, se seleccionaron 

las cepas tipo más cercanas de la colección DMSZ (Deutsche Sammlung Von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Alemania). Las dos cepas más 

cercanas a Microbacterium sp. 3J1 y a A. koreensis 5J12A fueron Microbacterium 

foliroum P333/02 (DSM 12966) y Microbacterium phyllospherae P369/06 (DSM 13468), 

y Arthrobacter koreensis CA15-8 (DSM 16760) y Arthrobacter luteolus CF25 

(DSM13067), tal y como se muestran en la figura 32. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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Figura 32. Árbol filógenético por método del vecino más próximo para las cepas 

con mejores efectos de protección frente a la sequía en plantas. En la figura se 

muestran los valores de cercanía filogenética para las cepas Microbacterium sp. 3J1 y 

A. koreensis 5J12A respecto a las cepas con mayor similitud alcanzada al comparar el 

gen codificante para ARNr 16S. Se destacan en verde las cepas más cercanas a 

Microbacterium sp. 3J1, y en rojo, las más cercanas a A. koreensis 5J12A. Se incluye 

Achrombacter piechaudii  366-5 (DSM 10345) como exogrupo. 

 

 

3.2. Tolerancia a la desecación 

Para identificar el grado de tolerancia a la falta de agua de las cepas taxonómicamente 

más cercanas a Microbacterium sp. 3J1 y a A. koreensis 5J12A se realizó un ensayo de 

desecación tal y como describe Narváez-Reinaldo et al. 2010, empleando la cepa P. 

putida KT2440 como cepa sensible a la falta de agua. 

La tolerancia de dichas cepas fue, en todos los casos, menor a la mostrada por las cepas 

previamente estudiadas, como se muestra en la figura 33. La cepa P. putida KT2440 no 

presentó supervivencia alguna en este ensayo. Por su parte, la cepa Microbacterium sp. 
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3J1 mostró una supervivencia superior al 40%, mientras que los valores alcanzados tanto 

por la cepa M. foliorum P333/02 (DSM12966) (30%) como la cepa M. phyllospherae 

P369/06(DSM 13468) (18%) mostraron tolerancias significativamente inferiores a 

Microbacterium sp. 3J1. En cuanto a la cepa Arthrobacter sp. 5J12A, esta mostró una 

supervivencia cercana al 30%, siendo la de las cepas A. koreensis CA15-8 (DSM 16760) 

(23%) y A. luteolus CF25 (DSM13067) (2%) significativamente inferiores. Las cepas M. 

foliorum P333/02 (DSM12966) y A. koreensis CA15-8 (DSM 16760) respectivamente, 

son por tanto las cepas con una tolerancia más cercana a la de las cepas previamente 

estudiadas. 

 

 

Figura 33. Tolerancia a la desecación de las cepas filogenéticamente más cercanas 

a las cepas en estudio. En la figura se observan los niveles de supervivencia (%) a 

desecación completa durante un periodo de 24 h para las cepas en estudio 

Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis 5J12A, así como para las cepas más cercanas 

filogéneticamente. Se indica diferencia significativa con el control negativo mediante 

un asterisco (*), mientras que si además existe diferencia significativa sobre el resto de 

cepas se emplea un doble asterisco (**). 
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3.3. Ensayos comparativos de protección frente a la sequía contra cepas 

tipo más cercanas 

Para evaluar si existe una correlación entre el nivel de tolerancia a la falta de agua del 

microorganismo y el nivel de protección suministrado a la planta se realizaron estudios 

de tolerancia a la sequía de dos tipos de plantas (pimiento y tomate) inoculadas con las 

cepas taxonómicamente más cercanas a Microbacterim sp. 3J1 y a A. koreensis 5J12A. 

3.3.1. Ensayos con plantas de pimiento y tomate 

Los ensayos se realizaron con plantas de pimiento y tomate de un mes de vida en lugar 

de 2 semanas como se realizaron en el apartado anterior (fase L4) en condiciones de 

sequía con las cepas Microbacterim sp. 3J, M. foliorum P333/02 (DSM 12966), M. 

phyllospherae P369/06 (DSM 13468), A. koreensis 5J12A, A. koreensis CA15-8 (DSM 

16760) y A. luteolus CF25 (DSM 13067) para poder evaluar una posible correlación entre 

la tolerancia a la sequía y la protección suministrada a la planta. Se registraron el peso 

fresco, el peso seco y el contenido relativo de agua. 

El peso fresco (PF), presentó un mayor aumento en la segunda mitad del ensayo. En 

ninguno de los casos estudiados las plantas inoculadas con P. putida KT2440 mostraron 

diferencia significativa respecto a las plantas no inoculadas. Las plantas inoculadas con 

M. foliorum P333/02 (DSM 12966) y con M. phyllospherae P369/06 (DSM 13468) 

mostraron valores de un 47% y de algo más de la mitad inferiores respecto a las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1. Los valores de PF de las plantas inoculadas con 

M. foliorum P333/02 (DSM 12966) respecto a los de las inoculadas con M. phyllospherae 

P369/06 (DSM 13468) fue de un 15-20% superior, no mostrando esta últimas tal 

diferencia ni con las plantas inoculadas con P. putida KT2440, ni con las no inoculadas. 

Por otra parte, las plantas inoculadas con A. luteolus CF25 (DSM 13067) y con A. 

koreensis CA15-8 (DSM 16760) mostraron un valor de un 60% inferior al de las plantas 

inoculadas con A. koreensis 5J12A. Ninguna de estas plantas mostró diferencia respecto 

a las plantas las plantas inoculadas con P. putida KT2440 y a las no inoculadas (figura 

34).  
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Figura 34. Peso fresco de plantas de pimiento inoculadas en condiciones de estrés 

hídrico. En ordenadas se muestra el peso en mg de las plantas. En abscisas se indican 

los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia al tiempo de muestra, 

siendo el blanco correspodiente al día 7 de muestreo, el gris claro al día 14, el gris 

oscuro al 20 y el negro al día 33. Se muestran los datos obtenidos en plantas de pimiento 

(A) y tomate (B). Se indica diferencia significativa con el control negativo mediante un 

asterisco (*), mientras que si además existe diferencia significativa sobre el resto de 

cepas se emplea un doble asterisco (**). 

 

 

El peso seco (PS) de las plantas aumentó en la segunda mitad del ensayo. En ninguno de 

los casos estudiados las plantas inoculadas con P. putida KT2440 mostraron diferencia 

significativa respecto a las plantas no inoculadas. En el caso del pimiento, las plantas 

inoculadas con M. foliorum P333/02 (DSM 12966) y con M. phyllospherae P369/06 

(DSMZ 13468) presentaron un valor de PS de la mitad del mostrado por las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1. Ninguna de estas cepas mostraron diferencia 

significativa ni con las plantas inoculadas con P. putida KT2440 ni con las no inoculadas. 

En cuanto a las plantas de tomate, las plantas inoculadas con M. foliorum P333/02 (DSM 

12966) y con M. phyllospherae P369/06 (DSMZ 13468) presentaron un valor de PS de 

un tercio inferior y de la mitad del mostrado por las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1, respectivamente. Las plantas de tomate inoculadas con M. 

foliorum P333/02 (DSM 12966) mostraron una diferencia de en torno al 25% superior 

respecto a las plantas con M. phyllospherae P369/06 (DSMZ 13468). Las plantas 

inoculadas con esta última cepa no mostraron diferencia en PS respecto a las plantas 

inoculadas con P. putida KT2440 ni con las no inoculadas. Por su parte, las plantas 
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inoculadas con A. luteolus CF25 (DSMZ 13067) y con A. koreensis CA15-8 (DSMZ 

16760) mostraron casi la mitad del valor de PS que las inoculadas con A. koreensis 5J12A, 

no mostrando tal diferencia con las plantas inoculadas con P. putida KT2440 ni con las 

no inoculadas (figura 35).  

 

  

 

Figura 36. Peso seco de plantas inoculadas con cada cepa en condiciones de estrés 

hídrico. En ordenadas se muestra el peso en mg de las plantas. En abscisas se indican 

los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia al tiempo de muestra, 

siendo el blanco correspodiente al día 7 de muestreo, el gris claro al día 14, el gris 

oscuro al 20 y el negro al día 33. Se muestran los datos obtenidos en plantas de pimiento 

(A) y tomate (B). Se indica diferencia significativa con el control negativo mediante un 

asterisco (*), mientras que si además existe diferencia significativa sobre el resto de 

cepas se emplea un doble asterisco (**). 
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plantas inoculadas con las cepas Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis 5J12A mostraron 

valores altos de CRA situándose al final de ambos ensayos siempre por encima de 0,75, 

de modo análogo a como ocurría con plantas de dos semanas de edad. En general se 

observa que los valores a partir del segundo y tercer punto de muestreo comenzaron a 

decrecer. La diferencia en el valor de CRA en las plantas inoculadas con M. foliorum 

P333/02 (DSMZ 12966) y con M. phyllospherae P369/06 (DSMZ 13468) con respecto al 

CRA registrado en plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 fue de en torno al 10-

20% inferior en el caso del pimiento, y en torno al 30-40% inferior en el caso del tomate, 

respectivamente. Por su parte, las plantas inoculadas con M. foliorum P333/02 (DSMZ 
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12966) mostraron una diferencia de en torno al 20-25% superior respecto a las plantas 

con condiciones control. Las plantas inoculadas con la cepa M. phyllospherae P369/06 

(DSMZ 13468) alcanzaron una diferencia significativa de en torno al 12-17% superior 

respecto a las plantas con condiciones control. Por otra parte, las plantas inoculadas con 

A. luteolus CF25 (DSMZ 13067) y con A. koreensis CA15-8 (DSMZ 16760) mostraron 

valores de CRA de entre un 10-20% inferior en el caso del pimiento, y en torno al 25-

35% inferior en el caso del tomate, respectivamente, respecto a los valores de CRA 

mostrados por las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A. Por su parte, las plantas 

inoculadas con A. luteolus CF25 (DSMZ 13067) mostraron una diferencia de en torno al 

20-25% superior respecto a las plantas con condiciones control. Las plantas inoculadas 

con la cepa A. koreensis CA15-8 (DSMZ 16760) alcanzaron una diferencia significativa 

de en torno al 12-17% superior respecto a las plantas con condiciones control. Estos datos 

pueden observarse con más detalle en la figura 37.  

 

 

Figura 37. Contenido relativo de agua en plantas inoculadas con las las cepas en 

estudio y su cepas taxonómicamente más cercanas. En ordenadas de muestran los 

valores adimensionales del CRA. En abscisas se indican los tiempos de muestreo. Los 

puntos con círculo negro se corresponden con plantas inoculadas con Microbacterium 

sp. 3J1, los círculos grises con M. foliorum DS12966 y los círculos blancos con M. 

phyllospherae DSM13468; los cuadrados negros, con A. koreensis 5J12A, los 

cuadrados grises con A. luteolus DSM13067 y los cuadrados blancos con A. koreensis 

DSM16760; por último, los triángulos, con P. putida KT2440; los rombos negros, con 

las plantas no inoculadas. Se muestran los datos obtenidos en plantas de pimiento (A) 

y tomate (B). Se indica diferencia significativa con el control negativo mediante un 

asterisco (*), mientras que si además existe diferencia significativa sobre el resto de 

cepas se emplea un doble asterisco (**). 
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4. Determinación de producción de compuestos protectores y fitohormonas por las 

cepas xerotolerantes.  

Dado el efecto causado por algunos de los aislados en la protección de la planta ante la 

falta de agua, así como para la promoción del crecimiento de la planta en condiciones de 

riego, decidimos estudiar los factores involucrados en la promoción del crecimiento así 

como en la protección contra la desecación en plantas como compuestos xeroprotectores 

(trehalosa) y moléculas activas contra especies reactivas del oxígeno (enzimas 

antioxidantes), así como la producción de fitohormonas (auxinas, giberelinas, ácido 

abscísico, ácido salicílico, etileno) tanto en la colección de cepas xerotolerantes, como 

mecanismos más descritos en la literatura. 

 

4.1. Compuestos xeroprotectores 

Diversos estudios han descrito la producción de determinados compuestos por cepas 

bacterianas que actúan como protectores contra la sequía tanto para las propias cepas 

como para la planta. Entre las moléculas xeroprotectoras más descritas en la literatura y 

que parecen tener mayor influencia en la protección de biomoleculas esenciales contra la 

desecación, destaca la trehalosa (Iturriaga et al., 2009, Ilhan et al., 2015). Por otra parte, 

también se ha descrito el uso de enzimas como la superóxido dismutasa o la catalasa para 

el control de las especies reactivas del oxígeno (Yao et al., 2006). En ambos casos, su 

función se ha descrito en la protección de las estructuras vitales, así como en la 

producción de fitohormonas, bajo condiciones de estrés por sequía. 

 

4.1.1. Producción de trehalosa 

La trehalosa es una de las moléculas más implicadas en la protección de plantas contra la 

sequía y en la regulación de otros mecanismos como la producción de agentes 

antioxidantes o de determinadas fitohormonas (Lunn et al., 2014). La cuantificación de 

este compuesto se llevó a cabo utilizando cultivos crecidos en TSB como control, y en 

TSB adicionado con 5 y 50% PEG para simular dos tipos de condiciones de sequía, suave 

e intensa (Mohammad et al., 1991). Tras alcanzar la fase estacionaria, se procedió a 

centrifugar los cultivos para obtener las células, las cuales se lavaron y lisaron. Tras 
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eliminar los restos celulares, las muestras se analizaron con un cromatógrafo iónico 940 

Professional IC Vario 2 (Metrohm, Suiza) para cuantificar la cantidad de trehalosa por 

UFC detectada. Como estándar interno se empleó 1 mg/ml de sacarosa. De este modo se 

determinó la producción de trehalosa por las cepas Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 

5J12A, Rhodococcus sp. 4J2A2, A. siccitolerans 4J27 y Leucobacter sp. 4J7B1. También 

se determinó la producción por la cepa P. putida KT2440 como control, ya que posee la 

ruta de trehalosa sintasa (treS) (Nelson et al., 2002). Las concentraciones se determinaron 

haciendo uso de estándares internos de sacarosa y trehalosa, tal y como se indica en el 

apartado 6.1 de Materiales y Métodos. 

Así, la cepa P. putida KT2440 produjo hasta 117 ppm (µg/ml) por CFU x108·ml-1 en 

ausencia de PEG. Su producción se mantuvo sin diferencia significativa cuando se 

adicionó PEG al medio (tanto 5 como 50%). En ausencia de PEG, la cepa Microbacterium 

sp. 3J1 produjo un 30% más de trehalosa respecto a la cepa P. putida KT2440. La cepa 

A. koreensis 5J12A por su parte produjo casi el triple que la cepa control (250 ppm por 

CFU x108·ml-1). Las cepas Rhodococcus sp. 4J2A2, Leucobacter sp. 4J7B1 y A. 

siccitolerans 4J27 no mostraron diferencia significativa en la producción de trehalosa 

respecto a P. putida KT2440. En presencia de PEG 5%, la cepa Microbacterium sp. 3J1 

produjo 10 veces más trehalosa (409 ppm por CFU x108·ml-1) que la cepa control (43 

ppm por CFU x108·ml-1). Por su parte, la cepa A. koreensis 5J12A produjo 9 veces más 

trehalosa que P. putida KT2440. En esta condición, la cepa Rhodococcus sp. 4J2A2 

produjo hasta 4 veces más trehalosa que P. putida KT2440, mientras que las cepas 

Leucobacter sp. 4J7B1 y A. siccitolerans 4J27 produjeron entre 2,5-3 veces más, 

respectivamente. Por último, cuando el medio contuvo PEG 50%, la cepa Microbacterium 

sp. 3J1 llegó a producir hasta 23 veces más trehalosa (990 ppm por CFU x108·ml-1) que 

la cepa control P. putida KT2440. La cepa A. koreensis 5J12A, por su parte, prosujo casi 

15 veces más que la cepa control. Bajo esta condición, la cepa Rhodococcus sp. 4J2A2 

produjo hasta 11 veces más trehalosa que P. putida KT2440, mientras que las cepas 

Leucobacter sp. 4J7B1 y A. siccitolerans 4J27 produjeron entre 5-6,5 veces más, 

respectivamente (figura 38). 
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Figura 38. Producción de trehalosa por las cepas xerotolerantes. En ordenadas se 

muestran cantidad de trehalosa producida en ppm (µg/ml) respecto a las UFC (x108)/ml 

de cultivo de las cepas bacterianas. En abscisas se indican las cepas incluidas junto con 

el control negativo P. putida KT2440 en este ensayo. Las barras blancas corresponden 

a los cultivos sin PEG; las barras gris claro, a los cultivos con PEG 5%; y las barras gris 

oscura, a los cultivos con PEG 50%. Se indica para cada concidión ensayada la 

diferencia significativa con el control negativo mediante un asterisco (*), mientras que 

si además existe diferencia significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble 

asterisco (**). 

 

4.1.2. Actividad superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) 

Las condiciones de sequía hacen que se incremente la concentración de radicales libres y 

especies reactivas del oxígeno. Dichos compuestos afectan a estructuras celulares, 

orgánulos e incluso al ADN con lo que resultan especialmente dañinos. Para evitar que 

estas especies se acumulen existen mecanismos como la producción de enzimas 

antioxidantes como la superóxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) (Cruz de 

Carvalho, 2008). Para analizar si los microorganismos en estudio producían estas 

enzimas, se analizó la reducción de ferricitocromo añadido a un cultivo en TSB en fase 

exponencial como medida indirecta de la actividad de la SOD. Para estimar la reducción 

de citocromo C se recurrió al cambio de absorbancia inducida por el ferricianuro en el 

sobrenadante filtrado de dicho cultivo. Por su parte, la producción de CAT se determinó 

mediante la formación de H2O2 total que se calculó utilizando el colorante fluorescente 

Amplex® Rojo, el cual es un sustrato incoloro que reacciona con peróxido de hidrógeno 

(H2O2) con una estequiometria 1:1 para producir resorufina altamente fluorescente y 

fácilmente detectable (Beers & Sizer, 1952). Para ello se utilizaron los sobrenadantes de 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

Microbacterium sp.

3J1

Arthrobacter sp.

5J12A

Rhodococcus sp.

4J2A2

Leucobacter sp.

4J7B1

Arthrobacter sp.

4J27

P. putida  KT2440

p
p

m
/U

F
C

(x
1

0
8
)·

m
l-1

Trehalosa

**

** **

*

*

*

*

*

*

*

**

**



Capítulo I – Evaluación de las interacciones planta-microorganismo xerotolerante 

117 
  

cultivos de las distintas cepas en estudio cultivadas en medio mínimo M9 una vez 

alcanzaron la fase exponencial. Tanto los valores de absorbancia como los de 

fluorescencia, obtenidos en dichos ensayos, se extrapolaron en una curva patrón para 

calcular la concentración de la enzima. La curva patrón se realizó a partir de preparados 

de concentración conocidos tal y como se indica en el apartado 6.2 de Materiales y 

Métodos. Como controles se emplearon las cepas P. putida KT2440, B. cepacia CC-A174 

y Escherichia coli MC4100 dado que presentan diferentes niveles de expresión para 

dichos enzimas. 

Tanto la cepa P. putida KT2440 como la cepa E. coli MC4100 produjeron 

aproximadamente 1.300 USOD/ml de cultivo analizado, mientras que la cepa B. cepacia 

CC-A174 produjo en torno a 500 USOD/ml. Los valores máximos detectados de SOD para 

la cepa Microbacterium sp. 3J1 fueron más de 3.300 USOD/ml, más de 2,5 veces superiores 

a los mostrados por las cepas P. putida KT2440 y E. coli MC4100, (más de 1.200 

USOD/ml) y casi 7 veces superiores a los mostrados por la cepa B. cepacia CC-A174 (450 

USOD/ml). Por su parte, la cepa Arthrobacter sp. 5J12A mostró valores superiores a 2.300 

USOD/ml, un 43% superiores a los mostrados por las cepas P. putida KT2440 y E. coli 

MC4100, llegando a ser más de 4,5 veces superiores a los mostrados por B. cepacia CC-

A174. Por último, las cepas Rhodococcus sp. 4J2A2, Leucobacter sp. 4J7B1 y 

Arthrobacter sp. 4J27 mostraron valores entre 300-600 USOD/ml, no observándose 

diferencia significativa por tanto en la actividad SOD respecto a la de la cepa B. cepacia 

CC-A174, tal y como se observa en la figura 39. 
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Figura 39. Actividad superóxido dismutasa por las cepas xerotolerantes. En 

ordenadas se muestran la actividad de SOD en USOD/ml de cada cepa bacteriana. En 

abscisas se indican las cepas incluidas junto con los controles P. putida KT2440, B. 

cepacia CC-A174 y E. coli MC4100 en este ensayo. Se indica diferencia significativa 

con las cepas control mediante un asterisco (*), mientras que si además existe diferencia 

significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble asterisco (**). 

 

En cuanto a la producción del enzima catalasa los controles mostraron distintos niveles 

de producción, siendo B. cepacia CC-A174 la cepa que mayor producción mostró (casi 2 

UCAT/ml). Tanto P. putida KT2440 como E. coli MC4100 produjeron menos de la mitad 

que B. cepacia CC-A174 (84 y 42 UCAT/ml, respectivamente). Por su parte, la cepa 

Arthrobacter sp. 5J12A fue la que más CAT produjo (más de 4,5 UCAT/ml), algo más del 

doble que la cepa B. cepacia CC-A174 y más de 5 veces que las cepas P. putida KT2440 

y E. coli MC4100. Microbacterium sp. 3J1 produjo algo menos del doble de CAT (3,55 

UCAT/ml) que la cepa B. cepacia CC-A174 y más de 4 veces más que las cepas P. putida 

KT2440 y E. coli MC4100. Las cepas Rhodococcus sp. 4J2A2, Leucobacter sp. 4J7B1 y 

Arthrobacter sp. 4J27 (1,5-1,65 UCAT/ml) no mostraron diferencia significativa con 

respecto a las cepas control B. cepacia CC-A174 y P. putida KT2440, siendo su 

producción de CAT de casi 3,5 veces superior a la mostrada por E. coli MC4100 como 

observarse con mayor detalle en la figura 40. 
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Figura 40. Actividad catalasa en las cepas xerotolerantes. En ordenadas se muestran 

la actividad CAT en UCAT/ml de cada cepa bacteriana. En abscisas se indican las cepas 

incluidas junto con los controles P. putida KT2440, B. cepacia CC-A174 y E. coli 

MC4100 en este ensayo. Se indica diferencia significativa con las cepas control 

mediante un asterisco (*), mientras que si además existe diferencia significativa sobre 

el resto de cepas se emplea un doble asterisco (**). 

 

 

 

 

4.2. Fitohormonas 

Las fitohormonas son compuestos capaces de influir sobre el crecimiento, desarrollo y 

eficiencia en el uso del agua de las plantas. La concentración de una fitohormona y su 

proporción con respecto a otras, condiciona la respuesta específica por parte de la planta 

que le permitirá mejorar su respuesta fisiológica. Muchas cepas bacterianas son capaces 

de producir fitohormonas, actuando como reguladores externos de la concentración de 

fitohormonas (Yang et al., 2009). 
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4.2.1. Auxinas/ácido indolacético (IAA) 

Uno de los factores mejor estudiados en la promoción del crecimiento por las cepas 

microbianas es la producción de auxinas y moléculas tipo ácido indol-3-acético (IAA) 

por parte de la bacteria. Su efecto en muchas ocasiones ha sido descrito conjunto al 

consumo de ácido aminociclopropil carboxílico (ACC) como uno de los mecanismos más 

importantes en la protección de plantas frente a la sequía (Lecube et al., 2014). Con objeto 

de conocer si las cepas xerotolerantes producían tal molécula, llevamos cabo un ensayo 

basado en la detección-cuantificación colorimétrica de IAA a 530 nm en sobrenadantes 

de cultivo de las cepas en estudio en medio específico. De este modo, se inocularon 

matraces de medio mínimo M9 (suplementado con 500 μg/ml de triptófano) con cultivos 

saturados de P. putida KT2440, Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 5J12A, 

Rhodococcus sp. 4J2A2, A. siccitolerans 4J27 y Leucobacter sp. 4J7B1. Pasadas 24 horas 

en agitación a 30ºC, se centrifugaron los cultivos y se utilizaron para extraer el IAA. Se 

empleó una recta patrón entre valores de absorbancia y concentración de IAA para 

determinar la concentración (entre 5 y 200 µg/ml) de las muestras estudiadas, tal y como 

se describe en el apartado 6.3 de Materiales y Métodos. 

La cepa control P. putida KT2440 produjo 18 µg/ml de IAA. Algunas de las cepas en 

estudio llegaron a concentraciones de IAA similares. En el caso de las cepas 

Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis 5J12A, ambas produjeron incluso más cantidad, 

llegando a observarse una concentración de 26,8 µg/ml y 33,5 µg/ml, suponiendo un 

incremento de hasta un tercio y casi el doble de la producción de P. putida KT2440 

respectivamente. La cepa Rhodococcus sp. 4J2A2 produjo una concentración semejante 

a la observada en el caso de la cepa control. Por su parte, las cepas Leucobacter sp. 4J7B1 

y A. siccitolerans 4J27 produjeron 12 µg/ml y 9,5 µg/ml respectivamente (figura 41). 

Por otra parte, gracias al análisis del genoma de las distintas cepas xerotolerantes, se 

identificaron marcos de lectura abiertos (ORF) con homología para los genes codificante 

para las enzimas involucradas en la producción de IAA.  
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Figura 41. Producción de acido indolacético-auxinas por las cepas xerotolerantes. 

En ordenadas se muestran cantidad de IAA producida en μg/ml por las cepas 

bacterianas. En abscisas se indican las cepas incluidas junto con el control positivo P. 

putida KT2440 en este ensayo. Se indica diferencia significativa con el control negativo 

mediante un asterisco (*), mientras que si además existe diferencia significativa sobre 

el resto de cepas se emplea un doble asterisco (**). 

 

4.2.2. Ácido giberélico (GA3) y ácido abscísico (ABA) 

Otras fitohormonas implicadas en la respuesta a estrés abiótico son el ácido giberélico 

(GA3), implicado en la mejora de la arquitectura foliar y radicular de las plantas, y el 

ácido abscísico (ABA), que regula la apertura y cierre de los estomas, como describen 

Unyayar y col. y Karadeniz y col. (Unyayar et al., 1996, Karadeniz et al., 2006). Ambas 

fitohormonas se han descrito en la promoción del crecimiento y en la mejora del uso 

eficiente del agua por plantas en periodos de estrés hídrico. Con objeto de conocer si las 

cepas Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 5J12A, Rhodococcus sp. 4J2A2, Leucobacter 

sp. 4J7B1 y A. siccitolerans 4J27 producían dichas moléculas, se cultivaron dichas cepas 

en medio TSB durante 24 h a 30oC. Dichos cultivos se centrifugaron y filtraron, 

obteniendo un sobrenadante al que se realizó una extracción con solventes orgánicos 

(etilacetato). A cada muestra se realizó un análisis cromatográfico para cuantificar la 

concentración tanto de GA3 como de ABA, empleando estándares internos de 

concentración conocida, tal y como se describe en el apartado 6.4 de Materiales y 

Métodos. Se empleó la cepa P. putida KT2440 como control positivo de producción de 

GA3 y ABA, siguiendo las descripciones de Planchamp y col. en 2014 y Kang y col. en 

2014 (Kang et al., 2014, Planchamp et al., 2014). 
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En cuanto a las moléculas de la familia de las giberelinas (GA3), la cepa control P. putida 

KT2440 produjo 10,2 µg/ml, mientras que la cepa Microbacterium sp. 3J1 produjo 

incluso más cantidad (16,3 µg/ml), suponiendo un incremento de más del 70% sobre la 

producción de P. putida KT2440. Algunas de las cepas en estudio llegaron a producir 

niveles semejantes, como en el caso de A. koreensis 5J12A (9,5 µg/ml). Por su parte, las 

cepas Rhodococcus sp 4J2A2, Leucobacter sp. 4J7B1 y A. siccitolerans 4J27 produjeron 

7,4 µg/ml, 2,2 µg/ml y 2,5 µg/ml respectivamente, lo que supuso una producción de ABA 

entre un 30 y un 75% menor que las de P. putida KT2440, respectivamente (figura 42). 

 

Figura 42. Producción de ácido giberélico-giberelinas de los cultivos bacterianos. 

En ordenadas se muestran cantidad de GA3 producida en μg/ml por las cepas 

bacterianas. En abscisas se indican las cepas incluidas junto con el control positivo P. 

putida KT2440 en este ensayo. Se indican las diferencias significativas con el control 

negativo mediante un asterisco (*) cuando se superaron sus resultados y con dos (**) 

cuando fueron inferiores. 

 

Para el caso del ácido abscísico (ABA), la cepa control P. putida KT2440 produjo 1 

µg/ml, mientras que la cepa Microbacterium sp. 3J1 produjo incluso mayor 

concentración, (1,64 µg/ml), suponiendo un incremento de más del 60% sobre la 

producción de P. putida KT2440. Por su parte, las cepas A. koreensis 5J12A y 

Rhodococcus sp 4J2A2 produjeron 1,12 µg/ml y 0,89 µg/ml, respectivamente, sin suponer 

diferencia significativa con la producción de GA3 observada en el caso de P. putida 

KT2440. Por último, las cepas Leucobacter sp. 4J7B1 y A. siccitolerans 4J27, produjeron 

un total de 0,25 µg/ml y 0,52 µg/ml de GA3, respectivamente, lo que supuso un 50 y un 

75% menos que el producido por P. putida KT2440 (figura 43). 
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Figura 43. Producción de ácido abscísico por las cepas xerotolerantes. En 

ordenadas se muestran cantidad de ABA producida en μg/ml por las cepas bacterianas. 

En abscisas se indican los nombres de cepas en ensayo. Se indican las diferencias 

significativas con el control negativo mediante un asterisco (*) cuando se superaron sus 

resultados y con dos (**) cuando fueron inferiores. 

 

 

4.2.3. Producción de ácido salicílico (SA) 

El ácido salicíco (SA) es otra de las fitohormonas involucradas en la protección de plantas 

contra la sequía (Schmelz et al., 2003). Para determinar la producción de SA por parte de 

los microorganismos en estudio, se emplearon cultivos en medio mínimo M9 con ácidos 

casamínicos en los cuales se cultivaron las cepas Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 

5J12A, Rhodococcus sp. 4J2A2, Leucobacter sp. 4J7B1 y A. siccitolerans 4J27 durante 

48 h a 30oC. El cultivo en fase exponencial se centrifugó, filtró y finalmente se realizó 

una extracción del SA del sobrenadante con etilacetato, tal y como se indica en el apartado 

6.5 de Materiales y Métodos. A cada muestra se añadió 1M FeCl3 que forma complejo 

con el SA y permite llevar a cabo una detección colorimétrica por espectrofotometría a 

527 nm. Se empleó una recta patrón entre valores de absorbancia y concentración de SA 

(entre 5 y 200 µg/ml) para determinar la concentración de las muestras estudiadas tal y 

como se describe en el apartado 6.5 de Materiales y Métodos. Se empleó la cepa P. putida 

KT2440 como control positivo de producción de SA (Patten & Glick, 2002). 
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La producción de ácido salicílico (SA) por la cepa control P. putida KT2440 alcanzó los 

58,9 µg/ml. En el caso de la cepa Microbacterium sp. 3J1, se observó incluso mayor 

concentración, llegando a 95,6 µg/ml, suponiendo un incremento de más del 60% sobre 

la producción de P. putida KT2440. Por su parte, las cepas A. koreensis 5J12A, 

Rhodococcus sp 4J2A2, Leucobacter sp. 4J7B1 y A. siccitolerans 4J27 produjeron una 

concentración inferior, siendo de 25,4 µg/ml, 55,6 µg/ml, 28,9 µg/ml y 24,4 µg/ml 

respectivamente. Estos resultados fueron significativamente inferiores a los producidos 

por P. putida KT2440, tal y como se observa en la figura 44. 

 

 

Figura 44. Producción de ácido salicílico por las cepas xerotolerantes. En ordenadas 

se muestran cantidad de SA producida en μg/ml por las cepas bacterianas. En abscisas 

se dican las cepas incluidas junto con el control positivo P. putida KT2440 en este 

ensayo. Se indican las diferencias significativas con el control negativo mediante dos 

asteriscos (**) cuando se superaron sus resultados y con uno (*) cuando fueron 

inferiores. 

 

4.2.4. Producción de etileno y sus precursores 

El etileno es una de las fitohormonas con con un mayor efecto sobre metabolismo de la 

planta. Sin embargo, produce serias limitaciones en el crecimiento de la planta y puede 

llegar a ser perjudicial en casos de estrés abiótico como en el caso de la sequía (Wilkinson 

& Davies, 2010). Con objeto de estudiar si las cepas xerotolerantes alteraban la 

producción de etileno en las plantas, se midió la concentración de etileno, producido por 

plantas inoculadas y sometidas a estrés hídrico, mediante cromatógrafía de gases, 

empleando estándares de etileno de concentración conocida (apartado 6.6 de Materiales 

y Métodos).  
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4.2.4.1. Emisión de etileno por plantas inoculadas 

Para realizar la determinación de etileno por plantas se llevaron a cabo cultivos de las 

cepas en estudio en medio TSB hasta una absorbancia aproximada de 1 (600 nm) para 

emplearlos como inoculantes. Posteriormente, se llevó a cabo la inoculación con cada 

cepa y sobre plantas de dos semanas de vida, se mantuvieron bajo condiciones de sequía 

durante tres semanas para evitar analizar las plantas en proceso de marchitez, tal y como 

se explica en el apartado 6.6 de Materiales y Métodos. Tras este periodo de incubación, 

se extrajeron las plantas del sustrato, se limpiaron de los restos del mismo y se colocaron 

en viales de vidrio 10 ml de volumen sellados para evitar pérdida de los gases que 

producían las plantas. Tras una incubación de una hora, se analizó la concentración del 

etileno en el vial por cromatografía empleando una curva patrón de concentraciones 

conocidas (1-5 ng/ml) para estimar la concentración. Como control positivo de 

producción de etileno se emplearon plantas inoculadas con P. putida KT2440, ya que 

dicha cepa es sensible a la desecación y ya habíamos comprobado que no era capaz de 

proteger plantas contra la sequía.  

La concentración de etileno generada por las plantas inoculadas con la cepa control P. 

putida KT2440 alcanzó 1,97 ng/ml al final de ensayo. Mientras que las plantas no 

inoculadas produjeron de 2,03 ng/ml, no siendo estos valores estadísticamente diferentes. 

Las plantas inoculadas con la cepa Microbacterium sp. 3J1, produjeron la menor cantidad 

etileno (1,36 ng/ml), lo que supone una reducción significativa de algo más de un 30% 

respecto a las plantas inoculadas con P. putida KT2440. Por su parte, las plantas 

inoculadas con A. koreensis 5J12A produjeron 1,66 ng/ml, suponiendo una reducción 

significativa de algo menos del 20% respecto a los controles del ensayo. Se observó un 

efecto similar en las plantas inoculadas con Rhodococcus sp 4J2A2 que produjeron 1,58 

ng/ml. Por último, las plantas inoculadas con las cepas Leucobacter sp. 4J7B1 y A. 

siccitolerans 4J27 produjeron 1,75 ng/ml y 1,8 ng/ml respectivamente, lo que supone una 

reducción significativa de en torno a un 10% respecto a los controles, tal y como se 

observa en la figura 45. 
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Figura 45. Producción de etileno por plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes y sometidas a sequía. En ordenadas se muestran los valores de etileno 

detectado por cromatografía en ng/ml. En abscisas se indican los tiempos de muestreo. 

Los puntos con círculo negro se corresponden con plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1; los puntos con cuadrado negro, con A. koreensis 5J12A; los 

puntos, con inoculadas con Rhodococcus sp. 4J2A2; los puntos con círculo blanco, con 

Leucobacter sp. 4J7B1; los puntos con cuadrado blanco, con A. siccitolerans 4J27; los 

puntos con triángulo blanco, con P. putida KT2440; y, por último, los puntos con rombo 

negro, con plantas no inoculadas. Se indica diferencia significativa con el control 

negativo mediante un asterisco (*), mientras que si además existe diferencia 

significativa sobre el resto de cepas se emplea un doble asterisco (**). 

 

4.2.4.2. Actividad ACC-desaminasa 

Una de las moléculas precursoras más habituales en la producción de etileno es el ácido 

cicloproplano carboxílico (ACC). Dicha molécula puede ser degradada gracias a la 

actividad del enzima ACC-desaminasa, presente en muchas bacterias de la rizosfera, lo 

que se traduce en una reducción de etileno y por lo tanto en una mejora en la resistencia 

de la planta a la sequía (Saleem et al., 2007). Para identificar y cuantificar la capacidad 

de producir ACC-desaminasa por parte de las cepas microbianas se decidió realizar un 

ensayo de actividad enzimática ACC-desaminasa (ACCd) mediante detección 

colorimétrica de α-cetobutirato, producto del catabolismo de la molécula de ACC, 

obtenido de cultivos centrifugados y filtrados de las cepas en estudio cultivadas durante 

24h a 30oC. Se empleó una curva patrón con distintas concentraciones de α-cetobutirato 

(entre 0,01 y 20 µmol/ml) para determinar su concentración en las muestras estudiadas, 

tal y como se describe en el apartado 6.7 de Materiales y Métodos. Se empleó la cepa P. 

putida KT2440 como control positivo al determinar Duan et al. 2013 que esta especie era 

capaz de producir el enzima en estudio. 
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La cepa control P. putida KT2440 llegó a producir 0,082 µg/ml de α-cetobutirato en este 

ensayo. Microbacterium sp. 3J1 fue la cepa con mayor capacidad de consumo de la 

molécula de ACC como fuente de nitrógeno, llegando a producir casi el doble de α-

cetobutirato que la cepa control P. putida KT2440. En el caso de la cepa A. koreensis 

5J12A, su producción superó en un 15% a las de la cepa control P. putida KT2440. La 

cepa Rhodococcus sp. 4J2A2 produjo un 25% menos que la cepa control P. putida 

KT2440, mientras que las cepas Leucobacter sp. 4J7B1 y A. siccitolerans 4J27, mostraron 

niveles aún menores, siendo de menos de una cuarta parte de la producción del control 

(figura 46). 

 

 

Figura 46. Producción de α-cetobutirato en cultivos con cepas xerotolerantes. En 

ordenadas se muestra la producción en µmol/ml de α-cetobutirato como producto del 

metabolismo de ACC. En abscisas se indican las cepas empleadas en el ensayo. Se 

indican las diferencias significativas con el control negativo P. putida KT2440 

mediante un asterisco (*), mientras que si además existe diferencia significativa sobre 

el resto de cepas se emplea un doble asterisco (**). 

 

 

4.3. Análisis de correlación 

 

Tras llevar a cabo estas determinaciones, se procedió a estudiar su significación 

estadística así como a analizar el grado de correlación entre las mismas. Así, los 

resultados tras aplicar el estadístico de análisis de la correlación ANCOVA, mostraron 

una correlación entre los parámetros de crecimiento de las plantas, (peso seco, peso 

fresco, peso totalmente túrgido, contenido relativo de agua, longitud de la raíz y longitud 

del tallo) y la concentración de trehalosa producida por las células microbianas.  
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Este análisis indicó que la producción de trehalosa se correlaciona fuertemente con los 

parámetros fisiológicos registrados en las plantas inoculadas en condiciones de sequía, 

obteniendo coeficientes de determinación (R2) cercanos a 1. Así, la alta concentración de 

trehalosa producida por Microbacterium sp. 3J1 se tradujo en valores altos de longitud 

del tallo y raíz, de peso fresco, seco y totalmente túrgido, así como del contenido relativo 

de agua. Por otra parte, la baja producción de trehalosa por la cepa P. putida KT2440 

(sensible a desecación) estuvo correlacionada con valores similares en los puntos más 

bajos de la recta de correlación, lo que indican que los valores de los parámetros 

fisiológicos citados dependen de la producción de trehalosa. Igualmente, se detectó 

correlación positiva entre la producción de trehalosa y la de otras fitorhomonas y 

moléculas involucradas en la protección contra el estrés oxidativo, típicos en la defensa 

frente a la desecación (figura 47). 

 

 

Figura 47. Análisis de correlación estadística. ANCOVA realizado para las 

correlaciones entre la producción de la trehalosa, la superóxido dismutasa (SOD), 

catalasa (CAT), el CAC-deaminasa (ACCD), ácido indolacético (IAA), el ácido 

abscísico (ABA) y ácido giberélico (GA3) de cada cepa, y los valores para el peso seco 

de la planta (PS), peso fresco (PF), totalmente peso turgente (PTT), contenido relativo 

de agua (CRA), longitud de la raíz y del tallo. Los círculos verdes corresponden a 

Microbacterium sp. 3J1; los círculos rojos, a A. koreensis 5J12A; los círculos naranja, 

a Rhodococcus sp. 4J2A2; los círculos violeta, a Leucobacter sp. 4J7B1; los círculos 

azules, a A. siccitolerans 4J27; los círculos amarillos, a P. putida KT2440 y los círculos 

grises, a muestras no inoculadas. 
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El objetivo de este capítulo fue estudiar los mecanismos moleculares por los que se 

alcanza una elevada protección y promoción del crecimiento de plantas, una vez 

caracterizado el efecto de un mecanismo molecular como es la concentración de trehalosa 

producida por el microorganismo en el proceso de protección de la planta contra la sequía. 

Dado que la cepa Microbacterium sp. 3J1 presentó los mayores niveles de protección de 

los cuatro tipos de plantas contra la falta de agua, por limitaciones experimentales, nos 

centramos en el análisis en detalle de la interacción molecular de esta cepa con las plantas 

de pimiento. De entre las cuatro especies vegetales estudiadas en el capítulo anterior, 

seleccionamos la planta de pimiento como modelo tanto por contar con amplia difusión 

en la literatura científica en proteómica y metabolómica, como por contar con su genoma 

completamente secuenciado y accesible.  

Para caracterizar las rutas que se inducen o reprimen, ante sequía, se llevaron a cabo 

ensayos basados en geles bidimensionales (SDS-PAGE 2D) y en cromatografía de gases 

masas (GC-MS) para estudiar los cambios en el proteoma y en el metaboloma de plantas 

de pimiento, en condiciones de sequía cuando el microorganismo Microbacterium sp. 3J1 

está presente. Dichas plantas se inocularon y se sometieron a sequía tal y como se describe 

en el capítulo anterior para comparar el perfil de proteínas y metabolitos que cambian en 

la planta ante condiciones de sequía en presencia del microorganismo. Para analizar si el 

cambio en la expresión de proteínas y metabolitos en la planta ante la sequía en presencia 

del microorganismo se debe a una exportación de moléculas por parte de la bacteria, se 

analizó también la expresión de proteínas y metabolitos ante condiciones de sequía en la 

cepa Microbacterium sp. 3J1 a nivel proteómico y metabolómico. Para ello, se utilizaron 

cultivos adicionados de polietilen glicol (PEG) al 5% y al 50% para simular condiciones 

de escasez de agua propias de un suelo no encharcado y de una sequía intensa, 

respectivamente. Dado que, por su novedad, la base de datos de la cepa Microbacterim 

sp. 3J1 no se utiliza con frecuencia, se emplearon resultados de homologías con taxones 

superiores para identificar determinados compuestos.  
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1. Proteómica de la interacción planta-microorganismo  

Para analizar las diferencias en el perfil de proteínas expresado durante procesos de sequía 

en plantas inoculadas como no inoculadas, se realizaron electroforesis en geles 

bidimensionales de la fracción soluble de homogenados de raíz tanto inoculada como no 

inoculada. Por otra parte, se estudió perfil de proteínas de la fracción soluble de 

homogenados de la bacteria Microbacterium sp. 3J1 en condiciones de sequía. Para 

simular los procesos de sequía utilizamos PEG 50% dada su capacidad de retirar agua del 

medio. Dado que el hábitat natural de este microorganismo y de la planta es el suelo, en 

el que el nivel de hidratación dista mucho de ser del 100%, se utilizó como referencia una 

concentración de PEG del 5% (p/v) para condiciones normales o de ausencia de sequía.  

 

 

1.1. Proteómica en raíces de pimiento (Capsicum annuum)  

Dado que la parte de la planta expuesta al microorganismo es la raíz, decidimos estudiar 

el efecto de la falta de agua en esta parte de la planta tanto en presencia como en ausencia 

de Microbacterium sp. 3J1. Los cambios en el perfil de proteínas resultante del cambio 

de condiciones hídricas y de la presencia del microorganismo pueden ser detectados 

mediante un estudio comparativo de las proteínas expresadas de forma diferencial en 

geles bidimensionales o 2D. Este análisis se llevó a cabo por triplicado de forma 

independiente para raíces de plantas de pimiento tanto inoculadas como no inoculadas 

sometidas a sequía durante un periodo de 14 días en ausencia total de riego. Las proteínas 

solubles se extrajeron y separaron usando geles en función de su punto isoeléctrico 

(primera dimensión), y posteriormente, en función de su masa (segunda dimensión), tal y 

como se indica en el apartado 6 de Materiales y Métodos. Tras la electroforesis en la 

segunda dimensión, los geles se tiñeron y se observó la disposición de las manchas 

aparecidas en cada gel como producto de la tinción, atendiendo a las diferencias en 

intensidades, con más de 700 manchas correspondientes a las proteínas de la fracción 

soluble que denominamos como spots. Estos geles presentaron un perfil de proteínas 

similar en las tres réplicas, coincidiendo la observación inicial de las réplicas con los 

análisis de selección automáticos llevados a cabo por el paquete informático. 
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Para analizar los resultados, se utilizó el asistente de detección automática ‘Spot Detection 

Parameter Wizard’ del paquete informático PDQuest®, ajustado a un modelo de 

detección gaussiano y definiendo previamente la intensidad mínima de spot, así como los 

rangos de tamaño de los mismos. Este modelo de detección permitió establecer un gel 

maestro formado a partir de los spots identificados tanto en los geles de raíces de plantas 

de pimiento inoculadas, como en los de las raíces no inoculadas. Posteriormente se 

descartaron artefactos e interferencias (por ejemplo, cristalizaciones o fallos del detector), 

y se establecieron los márgenes de intensidad de lectura mínima de spots y de intensidad 

máxima del ruido de fondo. De este modo, se identificaron un total de 769 spots 

diferenciales entre ambas condiciones como proteínas potenciales.  

De estos 769 spots, se seleccionaron 66 por algoritmo booleano dentro del paquete 

informático PDQuest®, atendiendo a un doble criterio. por una parte se seleccionaron los 

spots que se expresaban únicamente en una de las condiciones (a los que llamamos 

cualitativos), y por otra parte se seleccionaron los spots cuya intensidad en una de las dos 

condiciones fue dos o más veces más intensa en una condición con respecto a la otra 

condición (a los que llamamos cuantitativos). Tras esta primera selección, a los spots 

cuantitativos se les aplicó el estadístico t-student para valorar la significancia de las 

intensidades de cada spot. Para facilitar el estudio, se llevó a cabo una representación de 

consenso de los geles de las condiciones que estamos comparando de todos los spots 

seleccionados (cuantitativos y cualitativos) bajo la condición en la que estos se 

sobreexpresaban (raíces inoculadas frente a raíces no inoculadas). La disposición final de 

los spots seleccionados, así como la intensidad de los mismos pueden observarse en la 

figura 48A y 48B.  
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Figura 48. Proteomas promedio en geles 2D SDS-PAGE. Se muestra el promedio de 

tres geles obtenidos para las muestras de raíz de pimiento inoculada con 

Microbacteriumsp, 3J1 (A) y de otros tres para las muestras de raíz no inoculada (B) 

bajo condiciones de sequía. En rojo se marcan los spots tanto cualitativos como 

cuantitativos correspondientes a las proteínas seleccionadas acompañadas del número 

identificativo asignado automáticamente en el análisis bioinformático. 
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Así, se seleccionaron finalmente 3 spots cualitativos y 5 cuantitativos procedentes de las 

muestras de raíces inoculadas. Por su parte, se seleccionaron 27 spots cualitativos y 31 

cuantitativos para las raíces no inoculadas. Inicialmente se identificaron por número de 

péptidos emparejados por PMF o método de la huella peptídica, tal y como se indica en 

la sección 7.2.5 de Materiales y Métodos. La identificación final de los mismos se llevó 

a cabo mediante MALDI TOF/TOF, siendo sólo posible la identificación de un único spot 

cualitativo y 3 cuantitativos para las muestras de raíces inoculadas, y 10 spots cualitativos 

y 13 cuantitativos, para las muestras de raíces no inoculadas. En total se identificaron 27 

spots con fiabilidad (superaron el valor de calificación (score) de las bases de datos 

consultadas y un valor p<0.05) para el conjunto de condiciones ensayadas. La selección 

y tratamiento de estos spots se representa en la figura 49. 

 

 

Figura 49. Selección e identificación de los spots sobre geles 2D. Se muestra el 

proceso de cribado y selección de spots hasta la clasificación booleana en cualitativos 

y cuantitativos para cada condición, así como el número final de los mismos que pudo 

ser identificado por MALDI TOF/TOF tanto en raíces inoculadas como no inoculadas 

sometidas a sequía. 
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Todos estos spots finalmente identificados mostraron un valor de calificación o score 

respecto a las bases de datos SwissProt y NCBI-Proteins por encima del mínimo 

establecido para garantizar una identificación comparativa positiva (indicados en la tabla 

3). Por otra parte, se empleó el índice Decoy, que se basa en la búsqueda de patrones de 

péptidos aleatorios dentro de una base de datos de péptidos reversa o de secuencias 

enredadas (base de datos artificial generada invirtiendo el sentido de secuencias 

peptídicas de bases de datos reales), para evitar falsos positivos en el proceso de 

identificación. A menos que haya una secuencia palíndromo, esta base de datos inversa 

no debe devolver ningún péptido identificado, evitando así falsos positivos, lo que nos da 

el número de falsos accesos dividido por el número de accesos positivos (NFA o FDR, 

False Discovery Rate, por sus siglas en inglés), expresado en porcentaje. Su valor al 

comparar los spots identificados siempre fue 0. Las proteínas finalmente identificadas, 

junto con los resultados de los mecanismos de identificación descritos, se muestran en la 

tabla 3. 

En respuesta a la sequía, en el proteoma de raíces de plantas no inoculadas, se identificó 

un grupo de proteínas que aparecían con mayor intensidad respecto al proteoma de las 

muestras de plantas con Microbacterium sp. 3J1. Dichas proteínas se ven relacionadas 

con rutas de respuesta rápida ante estrés abiótico, es decir, aquella respuesta obligada e 

inespecífica que la planta lleva a cabo para sobrevivir al evento estresante. De este modo, 

8 spots (aproximadamente el 17%) se identificaron como proteínas relacionadas con una 

función de regulación osmótica como el caso de la succinil-CoA ligasa y de la 

fosfoglicerato mutasa. Por otra parte, también se identificaron 4 proteínas (10% del total 

identificado) involucradas en la biosíntesis de fitohormonas. el elemento de factor de 

unión sensible al etileno, la S-Adenosil homocisteína hidrolasa, la anexina (reducción de 

peróxido de hidrógeno), y la cafeoil-CoA 3-O-metiltransferasa (síntesis de flavonoides). 

Algunas de ellas como la S-Adenosil homocisteína hidrolasa, la anexina y el elemento de 

factor de unión sensible al etileno, se encuentran directamente relacionados con la 

respuesta a estrés abiótico al ser enzimas que forman parte de la ruta del etileno. También 

se identificó una mayor intensidad en proteínas relacionadas con la señalización de 

procesos de estrés abiótico, como la 7-Gamma aminobutírico transaminasa (cataliza la 

producción de GABA), llegando a suponer cerca del 10% del total identificado. Además 

se identificaron 20 proteínas sobreexpresadas con funciones antioxidantes o relacionadas 

con procesos de eliminación de agentes oxidantes llegando a suponer casi el 56% de las 
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identificadas en este ensayo. Sin embargo, se detectó sólo una proteína involucrada en 

rutas dedicadas a la protección de estructuras (orgánulos y estructuras citosólicas). 

En el caso de proteínas sobreexpresadas en raíces de plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1, se identificaron 4 proteínas cuya concentración aumentó 

significativamente, y que estaban relacionadas únicamente con funciones de regulación 

osmótica (polifenol oxidasa, precursor cloroplástico de la polifenol oxidasa) y 

antioxidante (ATP-sintasa, V-ATPasa). En este caso, se identificó un menor número de 

proteínas que en el caso del proteoma de raíces no inoculadas (6 veces menos). De estas, 

dos enzimas pertenecían a la ruta de hidroxilación de monofenoles (polifenol oxidasa y 

su precusora), relacionada tanto con función osmótica como con función antioxidante. Se 

observó también la desaparición de spots correspondientes a enzimas tales como la 7-

Gamma aminobutírico transaminasa, la disulfuro-isomerasa, la serina hidroximetil 

transferasa, la succinil-CoA ligasa, la fructosa bifosfato aldolasa, etc., muchas de ellas 

relacionadas con la señalización de estrés o con respuestas funcionales tempranas poco 

específicas. Por otra parte, disminuyó notablemente la intensidad de spots de gran 

intensidad que se identificaron en las muestras de raíces no inoculadas, como ocurrió con 

la deshidrogenasa gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, varios tipos de ATP sintasa, 

la S-Adenosil homocisteína hidrolasa, la glutation S-transferasas e incluso la anexina, 

descritas en otras plantas como participantes en rutas de respuesta a condiciones de estrés 

hídrico.  
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a Posición del spot en el mapa representativo del gel 2D; b Número de acceso para la proteína en la base de datos SWISSPROT; c Peso molecular teórico (kDa) / Spot isoeléctrico teórico; d Peso molecular experimental estimado (kDa) / Spot isoeléctrico estimado en el mapa del gel 2D; e p valor 

del análisis de PDQuest de acuerdo con el moledlo estadístico ANOVA para los spots cuantitativos; los spots cualitativos se indican como ‘Ql’; los spots cuantitativos se indican como ‘Qt’; f número de mapas protéicos (geles) en los que aparece el spot de un total de 3 geles; g calificación de 

proteínas identificadas por MALDI TOF/TOF sobre la cualificación mínima significativa; h porcentaje de cobertura sobre la secuencia de amino ácidos para las proteínas identificadas; i número de péptidos emparejados por espectrometría de masas-masas; j calificación de proteínas identificadas 

por PMF sobre la calificación mínima significativa; k porcentaje de cobertura sobre la secuencia de amino ácidos para las proteínas identificadas; l número de péptidos emparejados por PMF; m índice de calidad Decoy (número de repeticiones en base de datos inversa-aleatoria); ln Condición 

bajo la cual se obtuvo el spot. I (plantas inoculadas), NI (plantas no inoculadas); Código de función relacionado con la formación de estructuras, E; moléculas señal, X; molécula anti-Ros o antioxidante, R; Fitohormona/Control sobre el ciclo del etileno, P; u 

osmoprotector/osmorregulador/osmolito, O. 

Tabla 3. Proteoma identificado de las raíces no inoculadas e inoculadas bajo condiciones de sequía. Se muestran las proteínas identificadas por condición junto con su condición de cualitativa o cuantitativa, función predicha, valores constitutivos teóricos y estimados, metodología 

de identificación y medidas de calidad de la misma. 
 

POS A Proteína ID B Función T PM/PI C E PM/PI D TIPO 
Análisis PDQuest  MALDI TOF-TOF PMF 

C n 
p-valor e Mapas f Calif. g   % Cov. h     Nº Pep i Calif. j   % Cov. k      Nºpep l D m 

1 ATP-sintasa gi413947582 R 55,4/6,2 35/6,2 Ql - 3/3 105/44 2,90 1/5    0 I 

2 Polifenol oxidasa gi1146424 R, O 66,8/6,6 67/6,5 Qt 0,0022 3/3 46/44 2,50 1/5    0 I 

3 V-ATPasa gi147791359 R 73/5,2 35/6,3 Ql - 3/3 163/45 2,30 2/5    0 I 

4 
Precursor de polifenol oxidasa 

(cloroplástico) 
gi251851953 R, O 67,6/7,2 67/7,1 Qt 0,0239 3/3 123/45 4,20 2/5    0 I 

5 
7-Gamma aminobutírico 

transaminasa 3 (cloroplástico) 
gi470136321 X, R, O 55,6/6,9 55/7 Ql - 3/3 80/44 2,80 2/5    0 NI 

6 ATP Sintasa, subunidad beta mitocondrial 
gi114421 R 59,8/5,9 60/6 Ql - 3/3 148/44 5,0 2/5 128/75 35 14/47 0 NI 

7 
ATPasa tipo IV protón-catalítica, 

subunidad alfa  

Bomba de protones vacuolar  

gi147791359 R 73/5,2 73/5,9 Ql - 3/3 228/43 6,7 3/5    0 NI 

8 
ATP sintasa, subunidad beta mitocondrial 

gi114421 R 59,9/5,9 60/5,9 Ql - 3/3 182/45 9,8 4/5 134/75 31 16/44 0 NI 

9 Disulfuro-isomerasa gi565396585 X, R 55,6/4,9 55/5,9 Ql - 3/3 57/44 2,6 1/5    0 NI 

10 
ATPasa alfa  

Subunidad F1 mitocondrial 
gi57013987 R 55,2/5,8 60/6,7 Ql - 3/3 274/44 12,2 5/5 223/75 45 21/48 0 NI 

11 Serina hidroximetil transferasa 4 gi11762130 R, O, X 51,8/7,1 58/7,6 Ql - 3/3 85/45 3,4 1/5    0 NI 

12 Succinil-CoA ligasa, Subunidad beta gi146215968 O, R 45,3/6,4 55/6,5 Ql - 3/3 115/43 3,3 2/5    0 NI 

13 
Fructosa bifosfato aldolasa 3 

(cloroplástico) 
gi460386382 R, O 43/8,9 45/7,7 Ql - 3/3 45/43 6,8 2/5    0 NI 

14 
Fosfoglicerato mutasa 

(2,3 Bifosfoglicerato independente) 
gi565402329 O 61,2/5,4 62/6,5 Qt 0,00017 3/3 71/45 2,1 1/5    0 NI 

15 Deshidrogenasa gi10178084 R 61,7/6,3 59/7,2 Qt 0,0054 3/3 44/44 2,2 1/4    0 NI 

16 Gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa gi18072801 R 34,5/6,2 50/7,9 Qt 0,0017 3/3 22/11 4,7 1/4    0 NI 

17 
ATP sintasa Subunidad beta 

(mitocondrial) 
gi114421 R 59,8/5,9 59/5,9 Qt 0,026 3/3 293/45 10,4 5/5 171/ 75 40 24/71 0 NI 

18 NAD-Malato deshidrogenasa gi5123836 R, O 43,3/8,0 45/6,3 Qt 0,048 3/3 170/44 4,4 1/5    0 NI 

19 Cafeoil -CoA 3-O- metiltransferasa gi193290676 P, R 27,8/7,5 38/6 Qt 0,001 3/3 46/11 4,0 1/4    0 NI 

20 Quitinasa    gi237662969 E, R 27,7/7,5 36/8,5 Qt 0,0003 3/3 74/43 5,1 1/5    0 NI 

21 
Elemento de factor de unión sensible al 

Etileno  
gi40353323 P 21,7/6,2 43/5,3 Qt 0,02 3/3 10/9 2,1 1/5    0 NI 

22 ATPasa alfa Subunidad F1 gi3273590 R 45,1/8,5 61/6,5 Qt 0,003 3/3 71/43 7,4 2/5    0 NI 

23 Nucleósido difosfato quinasa gi12230332 R 16,3/6,4 16/6,9 Qt 0,05 3/3 28/10 10,8 1/5    0 NI 

24 S-Adenosil homocisteína hidrolasa gi407930077 P 53,1/5,6 56/6,4 Qt 0,024 3/3 82/11 7,6 3/5 54/43 17 7/36 0 NI 

25 Glutation S-transferasa gi18150415 R 23,4/5,6 35/7,8 Qt 0,0158 3/3 46/45 3,8 1/2    0 NI 

26 Anexin a  gi1071660 R, P 35,8/5,7 48/6,5 Qt  3/3 378/12 20 4/ 5 238/43 56 22/68 0 NI 

27 Glutation S-transferasa GST1 gi61889381 R 23,8/6,4 35/7,3 Qt - 3/3 88/44 14 3/5 97/75 44 10/40 0 NI 
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1.2. Proteómica de Microbacterium sp, 3J1 en sequía (PEG) 

Tras identificar determinadas proteínas cuya expresión se vio alterada en las muestras de 

raíces por la presencia del inoculante bacteriano, se trató de identificar las proteínas de la 

cepa microbiana cuya expresión cambiaba en condiciones de sequía. Así, para identificar 

el perfil de proteínas expresado por el microorganismo (Microbacterium sp. 3J1) en 

condiciones de sequía, se procedió a realizar un análisis proteómico añadiendo a un 

cultivo puro en medio líquido polietilenglicol 6000 (PEG) al 50% (p/v), y comparándolo 

con una concentración de referencia de PEG al 5% (p/v). La adición de este compuesto 

secuestra moléculas de agua generando una condición de menor disponibilidad de la 

misma de manera proporcional a la concentración de PEG. Dicho efecto disminuye el 

potencial hídrico del medio simulando condiciones de sequía para el cultivo. Teniendo en 

cuenta que en los suelos naturales comúnmente no se alcanza una hidratación completa, 

las condiciones de cultivo del microorganismo fueron llevadas a cabo con adición de PEG 

5% (p/v), para simular un suelo en condiciones normales, y de PEG 50% (p/v), para 

simular un estrés por sequía severo.  

De forma análoga a la descrita en la sección anterior, se separaron las proteínas mediante 

geles 2D SDS-PAGE. Una vez separadas, se obtuvieron representaciones espaciales de 

geles promedio al comparar tres geles resultantes de la separación de muestras 

independientes incubadas en las mismas condiciones. Por último, se generó un gel como 

resultado de comparar ambas condiciones. En dicho gel se identificaron 237 spots, se 

seleccionaron 43 por algoritmo booleano dentro del paquete informático PDQuest®, 

atendiendo a un doble criterio. por una parte se seleccionaron los spots que se expresaban 

únicamente en una de las condiciones (a los que llamamos cualitativos), y por otra parte 

se seleccionaron los spots cuya intensidad en una de las dos condiciones fue dos o más 

veces más intensa en una condición con respecto a la otra condición (a los que llamamos 

cuantitativos). Tras esta primera selección, a los spots cuantitativos se les aplicó el 

estadístico t-student para valorar la significancia de las intensidades de cada spot. Para 

facilitar el estudio, se llevó a cabo una representación de consenso de los geles de las 

condiciones que estamos comparando de todos los spots seleccionados (cuantitativos y 

cualitativos) bajo la condición en la que estos se sobreexpresaban (raíces inoculadas 

frente a raíces no inoculadas). La disposición final de los spots seleccionados, así como 

la intensidad de los mismos pueden observarse en la figura 50A y 50B.  
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Figura 50. Proteomas promedio en geles 2D SDS-PAGE. Se muestra el promedio de 

tres geles obtenidos para las muestras de cultivo de Microbacteriumsp, 3J1 con PEG 

50% (A) y para las muestras de cultivo de Microbacteriumsp, 3J1 con PEG 5% (B). En 

rojo se marcan los spots tanto cualitativos como cuantitativos correspondientes a las 

proteínas seleccionadas acompañadas del número identificativo asignado 

automáticamente en el análisis bioinformático. 

 

Así, se seleccionaron finalmente  21 spots  cuantitativos procedentes de los cultivos de 

Microbacterium sp. 3J1 con PEG 50%. Por su parte, se seleccionaron 3 spots cualitativos 

y  19 spots cuantitativos procedentes de los cultivos de Microbacterium sp. 3J1 con PEG 

5%. Inicialmente se identificaron por número de péptidos emparejados por PMF o método 

B 

A 
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de la huella peptídica, tal y como se indica en la sección 7.2.5 de Materiales y Métodos. 

La identificación final de los mismos se llevó a cabo mediante MALDI TOF/TOF, 

obteniéndose buenos índices de identificación para 5 spots cuantitativos para las muestras 

procedentes de los cultivos de Microbacterium sp. 3J1 con PEG 50%, así como 1 spots 

cualitativos y 9 cuantitativos, para las muestras procedentes de los cultivos de 

Microbacterium sp. 3J1 con PEG 5%. En total se identificaron 15 spots con fiabilidad 

(superaron el valor de calificación (score) de las bases de datos consultadas y un valor 

p<0.05) para el conjunto de condiciones ensayadas. La selección y tratamiento de estos 

spots se representa en la figura 51. 

 

 

Figura 51. Selección e identificación de los spots sobre geles 2D. Se muestra el 

proceso de cribado y selección de spots hasta la clasificación booleana en cualitativos 

y cuantitativos para cada condición, así como el número final de los mismos que pudo 

ser identificado por MALDI TOF/TOF en cultivos de Microbacterium sp.  3J1 tanto 

con PEG 5% como con PEG 50%. 

 

Comenzando con el caso de los cultivos de Microbacterium sp. 3J1 con PEG 5% se 

llegaron a identificar 9 proteínas teñidas con mayor intensidad. De ellas, 8 estaban 

asociadas a reguladores osmóticos y proteínas con funciones antioxidantes, como fue el 

caso de la glutamato sintasa (involucrada en la biosíntesis de glutamato) y de la isocitrato 

deshidrogenasa (que participa en la biosíntesis de oxoglutarato) o en el de la acil-CoA 
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deshidrogenasa (cuya función es la oxidación de ácidos grasos en mitocondrias) y la L-

lactato deshidrogenasa (involucrada en la fermentación del ácido láctico en procesos 

oxidativos), respectivamente. Algunas de esas proteínas identificadas se asociaron 

también a proteínas involucradas en señalización de procesos de estrés abiótico (como el 

factor de elongación Tu, que forma parte del mecanismo que sintetiza nuevas proteínas 

por traducción en el ribosoma), de protección de estructuras (como la isocitrato 

deshidrogenasa dependiente de NADP, implicada en el ciclo de Krebs para catalizar la 

formación de oxoglutarato, y la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, implicada en las 

reacciones de la glucólisis) y a fitohormonas, como la cetoácido reductoisomerasa 

(involucrada en las rutas de síntesis de aminoácidos) o la gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (participante en el control del metabolismo y sistemas de señalización de 

ABA). Al menos la mitad de las proteínas identificadas se caracterizaron por presentar 

varias funciones y por responder a más de un tipo de estrés (tabla 4). 

En el cultivo de Microbacterium sp. 3J1 con PEG 50% se identificaron 5 spots (algo más 

de la mitad de las identificadas en el caso anterior), correspondientes a 5 proteínas con 

mayor intensidad. Dichas proteínas se tiñeron intensamente en condiciones severas de 

estrés mientras que los niveles de las mismas fueron nulos o muy bajos cuando las 

condiciones fueron menos severas (PEG 5%). De ellas, 2 se identificaron como asociadas 

a la regulación osmótica (aconitato hidratasa y alanil-ARNt sintasa) y 3 se asociaron a 

funciones antioxidantes (chaperona DnaK, triosafosfato isomerasa y 1-pirrolina-5-

carboxilato deshidrogenasa). Además, algunas se asociaron con proteínas con funciones 

de protección estructural o de señalización ante estrés abiótico, como son la aconitato 

hidratasa (involucrada en el ciclo del ácido cítrico, a partir del cual se producen muchos 

osmorreguladores), y la 1-pirrolina-5-carboxilato deshidrogenasa (cataliza la síntesis de 

L-glutamato, importante regulador osmótico) y la alanil-ARNt (implicada en las rutas de 

síntesis de aminoácidos, especialmente de los involucrados en la osmoprotección), 

respectivamente. En este caso no se detectó ninguna proteína de tipo regulador vegetal o 

fitohoromona. Proteínas como la isocitrato deshidrogenasa, la glutamato sintasa, la acil-

CoA deshidrogenasa o la L-lactato deshidrogenasa, que se detectaron con altos niveles de 

intensidad cuando el cultivo contuvo PEG 5% se redujeron de manera notoria o incluso 

desaparecieron cuando el cultivo de Microbacterium sp. 3J1 se vio expuesto a PEG 50%.
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Tabla 4. Proteoma identificado de los cultivos puros de Microbacterium sp. 3J1 con PEG 5% y PEG 50% como condiciones artificiales de sequía. Se muestran las proteínas identificadas por condición junto con su condición de cualitativa o cuantitativa, función predicha, valores constitutivos 

teóricos y estimados, metodología de identificación y medidas de calidad de la misma. 

POS A Proteína ID B Función 
T PM/PI 

C 

E PM/P I 
D TIPO 

Análisis PDQuest MALDI TOF-TOF PMF 
Cn 

p-valor e Mapas f Calif. g   % Cov. h     Nºpepi Calif. j   % Cov. k      Nºpep l D m 

1 L-aspartato 

Oxidoreductasa 

gi 551257345 R, O 34.5/5.06 39.3/5.06 Qt 0.005 3/3 35/30 4.3 1/5     5% PEG 

5 Glutamato sintasa 

[NADPH] 

gi 652424279 O 54.8/7.52 55.3/7.92 Qt 0.00016 3/3 53/39 2 1/5     5% PEG 

8 Factor de elongación Tu EFTU_BACAA X 42.9/4.77 49.5/4.77 Qt 0.00667 3/3 271/39 13.9 3/5     5% PEG 

11 ATP sintasa subunidad 

beta 

ATPB_BACAA R 51.2/4.94 55.6/4.94 Qt 0.00017 3/3 173/40 11.1 2/5     5% PEG 

12 Acil-CoA deshidrogenasa  gi 497462210 R 40.3/4.93 45.2/4.93 Qt 0.00808 3/3 37/36 2.9 1/4     5% PEG 

13 Isocitrato deshidrogenasa 

[NADP] 

IDH_BACSU O, E 46.4/5.02 51/5.05 Qt 0.00324 3/3 97/38 4.5 3/5     5% PEG 

14 L-lactato deshidrogenasa  LDH_BACME R, O 35/5.58 40/5.58 Qt 0.00017 3/3 166/39 10.7 4/5     5% PEG 

15 Cetoácido 

reductoisomerasa  

ILVC_BACSK R, P, O 37.2/5.32 42/5.32 Qt 0.00667 3/3 121/38 5.6 1/4     5% PEG 

16 Gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa 1  

G3P1_BACCE O, E 35.8/5.27 45.2/5.27 Ql - 3/3 130/40 7.2 2/5     5% PEG 

17 Aconitato hidratasa  gi|657019280 O, E 101.7/4.75 101.5/4.75 Qt 0,0002732 3/3 99/30 3.2 3/5     50% PEG 

19 Alanil-ARNt sintasa gi|493548752 X, O 97.2/5.36 88.4/5.36 Qt 0.0007186 3/3    73/70 9.7 8 0 50% PEG 

22 Chaperona DnaK DNAK_BACME R 65.2/4.69 68.3/4.69 Qt 7,8017E-05 3/3    70/70 9.8 4/5 0 50% PEG 

29 Triosafosfato isomerasa TPIS_BACMD R 26.9/4.63 40.5/4.63 Qt 0.025564 3/3 65/39 6 1/5     50% PEG 

30 1-pirrolina-5-carboxilato 

deshidrogenasa 

ROCA_GEOTN X, R 56.5/5.54 62.8/5.54 Qt 0,0037244 3/3 50/40 2.25 2/5     50% PEG 

 

a Posición del spot en el mapa representativo del gel 2D; b Número de acceso para la proteína en la base de datos SWISSPROT; c Peso molecular teórico (kDa) / punto isoeléctrico teórico del spot; d Peso molecular experimental estimado (kDa) / punto isoeléctrico estimado del spot en el mapa 

del gel 2D; e p valor del análisis de PDQuest de acuerdo con el modelo estadístico ANOVA para los spots cuantitativos; los spots cualitativos se indican como ‘Ql’; los spots cuantitativos se indican como ‘Qt’; f número de mapas protéicos (geles) en los que aparece el spot de un total de 3; g 

calificación de proteínas identificadas por MALDI TOF/TOF sobre la cualificación mínima significativa; h porcentaje de cobertura sobre la secuencia de amino ácidos para las proteínas identificadas; i número de péptidos emparejados por espectrometría de masas-masas; j calificación de 

proteínas identificadas por PMF sobre la calificación mínima significativa; k porcentaje de cobertura sobre la secuencia de amino ácidos para las proteínas identificadas; l número de péptidos emparejados por PMF; m índice de calidad Decoy (número de repeticiones en base de datos inversa-

aleatoria); ln Condición bajo la cual se obtuvo el spot. I (plantas inoculadas), NI (plantas no inoculadas); Código de función relacionado con la formación de estructuras, E; moléculas señal, X; molécula anti-Ros o antioxidante, R; Fitohormona/Control sobre el ciclo del etileno, P; o 

osmoprotector/osmorregulador/osmolito, O. 
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2. Metabolómica de la interacción planta-microorganismo  

Con objeto de identificar los metabolitos producidos tanto durante la interacción planta-

microorganismo en condiciones de sequía, como del propio microorganismo 

Microbacterium sp. 3J1 de manera aislada expuesto a sequía inducida por PEG, se llevó 

a cabo un estudio metabolómico basado en una técnica de cromatografía por gases masas 

(GC-MS). Los resultados fueron identificados y cuantificados para, posteriormente, llevar 

a cabo un análisis comparativo entre las condiciones y entre las funciones asociadas a 

ellos. 

 

 

2.1. Metabolómica de raíces de pimiento (Capsicum annuum) inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 en sequía 

Para la identificación de compuestos metabólicos producidos durante la interacción entre 

la raíz de plantas de pimiento (Capsicum annuum) y el microorganismo Microbacterium 

sp. 3J1 en condiciones de sequía, se empleó cromatografía de gases. Estos ensayos se 

llevaron a cabo por triplicado partiendo de tres raíces por condición. Para los mismos, se 

empleó un cromatógrafo de gases Thermo TraceGC (o Trace GC Ultra) y un 

espectrómetro de gases con trampa de iones PolarisQ (o ITQ900), equipado con un 

automuestreador AS2000. Los metabolitos se identificaron por comparación con la base 

de datos NIST98 (NIST, National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, 

MD, USA). Para la detección y evaluación de los cromatogramas, así como para la 

cuantificación automática de picos de los metabolitos seleccionados, se usó el 

procesamiento configurado predeterminadamente por el paquete informático Xcalibur 2.0 

(Thermo Finigan, USA). También se llevaron a cabo fragmentaciones virtuales para 

corroborar los resultados con el software Mass Frontier 2.0 (Thermo Finnigan, USA).  

Con ello se procedió a un análisis comparativo para determinar la concentración de 

determinados cambios metabolómicos que se produjeran en las plantas inoculadas 

respecto a las no inoculadas. Se analizaron aquellos metabolitos identificados en una 

concentración de al menos 1,5 veces superior respecto a la otra condición analizada. De 

esta forma, se identificaron los metabolitos cuya presencia se alteró como resultado de 

exponer a plantas en sequía a la cepa Microbacterium sp. 3J1. 
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Como podemos apreciar en la figura 52 al comparar los cromatogramas, se observó cómo 

se acumularon determinados compuestos bajo cada una de las condiciones. Se 

identificaron perfiles cromatográficos en las raíces no inoculadas y las diferencias que se 

dieron al inocular las mismas. Tras la identificación de los mismos, se cuantificaron los 

picos correspondientes a los compuestos que se acumulaban en una de las dos 

condiciones, utilizando como referencia la concentración añadida de 1 µM ribitol. 

 

 

 

 

Figura 52. Cromatogramas de las raíces de pimiento. Se muestra la cromatografía 

de gases correspondiente a raíces inoculadas (A) y no inoculadas (B) bajo condiciones 

de sequía. Se señalan con flechas verdes algunos de los picos con diferencias más 

destacadas en raíces inoculadas y con flechas rojas en raíces no inoculadas. 

 

 

 

A 

B 
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Para conocer la proporción relativa de cada metabolito identificado dentro del total del 

metaboloma se llevó a cabo un diagrama metabolómico para cada condición (figuras 53A 

y 53B). La concentración relativa de algunos metabolitos fue similar en la raíces 

inoculadas y en las no inoculadas, como ocurrió con la celobiosa (5% en ambos casos), 

la tirosina (2 y 3% respectivamente) el mio-inositol (3 y 1% respectivamente), así como 

con otros compuestos aparecidos en baja concentración. Se trata, en general, de 

metabolitos primarios (constitutivos) que, sin embargo, influyen decisivamente en 

procesos estresantes como puede ocurrir con el mio-inositol. 

Por otra parte, en las muestras de raíces inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 se 

observó una reducción en la presencia de metabolitos como la glucosa (que pasó de 

representar el 13% de los metabolitos al 2%), la galactosa (que pasó de representar el 7% 

de los metabolitos al 3%), la sacarosa (que pasó de representar el 8% de los metabolitos 

al 4%) y la melibiosa (que pasó de representar el 21% de los metabolitos al 13%), muchos 

de ellos dentro del grupo de los azúcares. Por otra parte, existe una serie de compuestos 

que aumentaron en términos de concentración relativa como ocurrió con la etanolamina 

(que pasó de representar el 2% al 27% de los metabolitos identificados) y la trehalosa 

(cuya representación era inferior al 0,1% en raíces no inoculadas y que pasó a representar 

el 6% de los metabolitos identificados cuando se encontraba presente el microorganismo).  
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Figura 53. Metabolomas de concentraciones relativas de cada condición sometida 

a sequía. Se muestran los mapas metabolómicos en base a la proporción de cada 

compuesto sobre el total para las condiciones de raíces no inoculadas (A) y raíces 

inoculadas (B). 

 

Tras establecer las concentraciones de los compuestos identificados, se llevó a cabo un 

análisis de aquellos metabolitos que mostraron diferencias en sus concentraciones finales 

entre las condiciones estudiadas, como se muestra la figura 54A. Así, se seleccionaron 

aquellos compuestos que presentaron una diferencia de concentración de al menos 1,5 

veces mayor en una de las dos condiciones estudiadas con un nivel de significación 

p<0,05 (mayor del 95%) tras aplicarles un estadístico t-student. Una vez seleccionados 

los componentes con diferencias en su concentración, estos se estudiaron por separado 

atendiendo a si se concentraban en las muestras de raíces inoculadas o en las de raíces no 

inoculadas, tal como se muestra en las figuras 54B y 54C.  
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Se observó un mayor número de metabolitos (casi el doble) en las raíces de plantas 

inoculadas con respecto a las raíces de plantas no inoculadas. Más de la mitad de los 

metabolitos que se encontraban en mayor concentración en raíces inoculadas lo estaban 

en más de 5 veces respecto a los de las raíces no inoculadas. Por su parte, aquellos 

metabolitos que se ven más concentrados en raíces no inoculadas, correspondieron en su 

mayoría con compuestos de rutas básicos o constitutivos para mantener la viabilidad de 

la planta más que a mecanismos especializados en la resistencia frente a la sequía. De 

ellos únicamente un tercio de los metabolitos identificados redujeron su concentración 

más de 5 veces por la presencia de Microbacterium sp. 3J1. 
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Figura 54. Identificación y cuantificación de metabolitos. Se muestra la concentración de los metabolitos encontrados para las raíces inoculadas (barras verdes) y no inoculadas (barras rojas) bajo condiciones de sequía (4A). Por 

otra parte, se muestran los metabolitos concentrados en las raíces inoculadas (4B) y no inoculadas (4C) expresados en número de veces más concentrado en una condición respecto a la otra. 
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Una vez clasificados los metabolitos y caracterizada su concentración relativa, se 

organizaron por grupos químicos y por funciones fisiológicas en respuesta al estrés por 

sequía, como se indica en las tablas 5 y 6.  

En las raíces inoculadas con Microbacterium sp. 3J1, se encontraron hasta 56 compuestos 

cuya concentración fue al menos 1,5 veces superior respecto a las raíces no inoculadas. 

De ellos, 17 metabolitos (30% de los metabolitos sobreproducidos) se encontraron en una 

concentración al menos 5 veces superior a la que presentaron estos compuestos en las 

raíces no inoculadas. Los metabolitos con una mayor diferencia de concentración en las 

raíces de plantas inoculadas respecto a las raíces no inoculadas fueron glutamina (456,6 

veces), trehalosa (84,79 veces), valina (49,08 veces), melibiosa (41,87 veces), gluconato-

6-P (30,39 veces) y etanolamina (29,69 veces). Por otra parte, en 27 de los metabolitos 

identificados se observó una fuerte reducción en su concentración respecto a las plantas 

no inoculadas. Los metabolitos que mayor reducción de concentración mostraron por 

efecto de la inoculación con Microbacterium sp. 3J1 fueron cetoglutarato (70,98 veces 

menos), cisteína (23,81 veces), serina (18,02 veces), ácido ß-aminoisobutírico (10,13), S-

metilcisteína (9,39 veces) y ácido p-cumárico (9,36 veces).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo II – Análisis proteómico y metabolómico del proceso de interacción 

 

 
158 
 

Tabla 5. Metabolitos concentrados en raíces inoculadas respecto a no inoculadas por grupos químicos y función 

de respuesta ante sequía. Se muestra también el ratio entre las concentraciones detectadas en una y otra condición.

Metabolito Ratio Tipo 

Alanina a, c, d 3,96 Aminoácido 

Valina a, d 49,08 Aminoácido 

Leucina a, d 3,04 Aminoácido 

Isoleucina b, c 5,76 Aminoácido 

Prolina a, b, e 2,80 Aminoácido 

Triptófano a, c 1,48 Aminoácido 

Glutamina b, d 456,60 Aminoácido 

Ornitina-Citrulina-Arginina a 39,79 Aminoácido 

Asparagina a 27,64 Aminoácido 

Arginina NH3
 a 1,70 Aminoácido 

1-metil-L-histidina c, f 6,20 Aminoácido 

Tirosina b, c 1,60 Aminoácido 

L-Cistationina c 2,10 Aminoácido 

Espermidina c, e 7,65 Poliamina 

N-Acetilglucosamina a, b 10,84 Amino-Azúcar 

Etanolamina a, c 29,69 Amino-Alcohol 

Adenosina c, d 2,45 Nucleósido 

Apigenina b 3,79 Flavona 

(-)-Epicatequina b 7,92 Flavonoide 

Daidzeina b, c, d 5,37 Isoflavona 

Uracilo a, d 4,57 B. nitrogenada 

Timina b, c  2,56 B. nitrogenada 

Urea a, c 2,91 C. nitrogenado 

Piruvato a 2,02 Ácido orgánico 

Malato a, c 5,35 Ácido orgánico 

Cis-aconitato a, d 1,72 Ácido orgánico 

Isocitrato a, b 4,34 Ácido orgánico 

Shikimato a, d 1,73 Ácido orgánico 

2 Methilcitrato a 1,65 Ácido orgánico 

Gluconato a 3,72 Ácido orgánico 

Metabolito Ratio Tipo 

Ácido glucurónico a, b, c, e 3,51 Ácido orgánico 

Ácido sinápico c, e 2,85 Ácido orgánico 

Ácido caféico b, c, d, e 3,94 Ácido orgánico 

Ácido dihidrocaféico b, d 2,16 Ácido orgánico 

Ácido quínico b 1,49 Ácido orgánico 

Ácido maloico a, b 2,31 Ácido orgánico 

Ácido ferúlico b, e 1,89 Ácido orgánico 

Siringaldehído e 3,24 Aldehído 

Coniferaldehído d, e 20,43 Aldehído 

trans-Chalcona b 4,64 Cetona  

Mio-inositol a 5,15 Polialcohol 

Manitol a 3,05 Polialcohol 

Glicerol-3-P c, d 1,69 C. fosfatado 

Glicerato-3-P c, d 2,80 C. fosfatado 

Fructosa-6-P c, d 17,94 C. fosfatado 

Glucosa-6-P a, c 10,87 C. fosfatado 

Gluconato-6-P a 30,39 C. fosfatado 

Ribosa-5-P a, d 7,07 C. fosfatado 

Xilosa a, d, e 1,92 Azúcar 

Fructosa a, d 8,12 Azúcar 

Galactosa a 3,61 Azúcar 

Melibiosa a, d 41,87 Azúcar 

Maltosa a, d 4,65 Azúcar 

Celobiosa a, d 2,49 Azúcar 

Trehalosa a, c, e 84,79 Azúcar 

Rafinosa a, b 2,01 Azúcar 

Melicitosa a 2,34 Azúcar 

A, Equilibrio osmótico; B, Anti-ROS; C, 

Fitohormona/Ciclo Etileno; D, Señal; E, Estructural; F, 

Otros  
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Tabla 6. Metabolitos concentrados en raíces no inoculadas respecto a inoculadas por grupos químicos y función 

de respuesta ante sequía. Se muestra también el ratio entre las concentraciones detectadas en una y otra condición.

Metabolito Ratio Tipo 

Cisteína b 23,81 Aminoácido 

Serina d 18,02 Aminoácido 

S-metilcisteína c 9,39 Aminoácido 

ß-alanina a 1,74 Aminoácido 

Metionina c 5,88 Aminoácido 

Histidina a, c, f 1,44 Aminoácido 

Cistina b 2,29 Aminoácido 

4-aminobutirato (GABA) a, c, d 1,95 Aminoácido 

L-Aspartato b, c 1,53 Aminoácido 

Alantoina c 1,57 C. nitrogenado 

Sinapaldehído e 1,91 Aldehído 

Naringenina b, c, d 1,71 Isoflavonoide 

Coumesterol b, c 2,18 Isoflavona 

Ácido cinámico b, c 1,80 Ácido orgánico 

Ácido p-cumárico c, f 9,36 Ácido orgánico 

Ácido glucónico b, d, e 5,78 Ácido orgánico 

Ác. ß-aminoisobutírico a, d, e 10,13 Ácido orgánico 

Glicerato a, b, d 5,94 Ácido orgánico 

Cetoglutarato a, b 70,98 Ácido orgánico 

2-hidroxiglutarato b 3,98 Ácido orgánico 

2-aminoadipato a 3,81 Ácido orgánico 

Fosfoenolpiruvato (Pep) b, d 2,48 Ácido orgánico 

Gluconato-1,5-lactona f 1,87 Ácido orgánico 

Eritrosa-4-P a 1,59 C. fosfatado 

Ribulosa-5-P b, d 4,33 C. fosfatado 

Ribosa c, d 3,35 Azúcar 

 

A, Equilibrio osmótico; B, Anti-ROS; C, Fitohormona/Ciclo Etileno; D, Señal; E, Estructural; F, Otros 
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Atendiendo a las características de los compuestos identificados, existen diferencias 

significativas destacables entre las condiciones ensayadas. En el caso de las raíces 

inoculadas, se observó una gran diversidad de grupos químicos en los metabolitos 

detectados (sólo se observaron 4 grupos con más de un 10% de metabolitos totales), 

respecto a los que se observan en las raíces no inoculadas (donde la suma de 2 grupos 

superó más del 70% de los metabolitos totales). Concretamente, más de la mitad de los 

metabolitos identificados en las raíces inoculados fueron aminoácidos (el 29% del total, 

respecto al 32% en raíces no inoculadas) y ácidos orgánicos (23% del total, respecto al 

39% en raíces no inoculadas). Otro tercio de los metabolitos identificados en las raíces de 

plantas inoculadas fueron azúcares (16% del total, respecto al 4% en raíces no 

inoculadas), seguidos por compuestos fosfatados (11% del total, respecto al 8% en raíces 

no inoculadas) y polialcoholes (5%, mientras que no se identificó ninguno en raíces no 

inoculadas). Adicionalmente, se identificó un 16% de compuestos de diversos grupos 

cuya representatividad fue menor y entre los cuales encontramos bases nitrogenadas, 

aldehídos, cetonas, flavonas o nucleósidos, cuya proporción fue similar a la detectada en 

raíces no inoculadas (figuras 55A y 55B). Con esto, como podemos observar en la figura 

55C, se dieron variaciones significativas tanto en la cantidad de metabolitos por cada 

función, como en los valores de abundancia relativa de dichas funciones. Aquí debe 

tenerse en cuenta que cada metabolito identificado podía ajustarse a más de un tipo de 

función contra la sequía. 

En cuanto a las funciones asociadas a cada compuesto identificado cuya concentración 

varió significativamente, se agruparon en torno a cinco categorías. reguladores osmóticos 

(osmolitos, sustancias osmoprotectoras, sustancias osmocompatibles), antioxidantes 

(reguladores de grupos reactivos, neutralizadores), fitohormonas (relacionadas con el 

control de fitohormonas, fitohormonas funcionales contra la sequía, reguladores del 

crecimiento), moléculas señal (involucradas en activación o cambios de ruta, receptores 

o mensajeros específicos) y moléculas estructurantes (modificadores de estructuras como 

paredes y compartimentos vacuolares, y protectores como el sinapaldehído, la trehalosa, 

el ácido felúrico o el ácido glucurónico), dependiendo del mecanismo de resistencia o 

tolerancia a la sequía con el que estuvieran más relacionados. Se incluyó una categoría 

adicional que denominamos ‘otros’ para incluir aquellos compuestos que se asociaron 

también con otras funciones de resistencia a estreses bióticos o abióticos no relacionados 

con la sequía. 
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En cuanto a los compuestos acumulados en raíces de plantas inoculadas con 

Microbacteriusm sp. 3J1, aproximadamente el 10% de los metabolitos sobreproducidos 

podían clasificarse dentro de 3 o más de los grupos funcionales (mientras que estos grupos 

supusieron un 20% en raíces no inoculadas), y algo más del 50% en dos grupos (30% en 

el caso de las raíces no inoculadas). El resto (aproximadamente el 40%) se consideraron 

compuestos monofuncionales (cerca del 50% en raíces no inoculadas). Así, al menos 20 

metabolitos se pudieron agrupar dentro de las funciones de regulación osmótica, 

fitohormona y señalización de estrés, mientras que en el caso de las raíces de plantas no 

inoculadas, fueron grupos funcionales de antioxidantes, fitohormonas y señalización de 

estrés los que agruparon más de 10 de los compuestos.  

Por otra parte, el análisis de abundancia relativa de dichas funciones nos permitió 

comparar su distribución en ambas condiciones. Así, las raíces inoculadas acumularon 

casi el doble de metabolitos con una función de regulación osmótica respecto a las raíces 

no inoculadas, mientras que acumularon un 40% menos de compuestos con función de 

reguladores de las moléculas reactivas del oxígeno (figura 55D). Los otros tres grupos 

mantuvieron una de abundancia relativa similar en ambas condiciones, con cerca del 20% 

de representatividad las funciones relacionadas con moléculas señal y fitohormonas, y 

con menos del 10%, las estructurantes. 
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Figura 55. Análisis de componentes y funciones de los metabolitos detectados en la interacción planta-microorganismo. Se muestran la abundancia relativa de los metabolitos según su origen químico tanto en raíces inoculadas (A) como 

en raíces no inoculadas (B). Por otra parte se indican el número de metabolitos detectados relacionado con cada función de anti estrés (C), así como la abundancia relativa de metabolitos por función (D); las barras de color verde corresponden 

con las muestras analizadas de raíces inoculadas; las barras color naranja, a las muestras analizadas de raíces no inoculadas. 
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2.2. Metabolitos producidos por la cepa Microbacterium sp, 3J1 en sequía 

Para identificar los metabolitos que Microbacterium sp. 3J1 producía ante estrés hídrico, 

se comparó el perfil de metabolitos producidos en un cultivo en medio TSB suplementado 

con de PEG 6.000 al 50% (p/v), respecto a un cultivo en medio suplementado con PEG 

6.000 al 5% (p/v). De esta forma se buscó poder comparar el estado hídrico en suelos en 

ausencia de sequía donde no se alcanza el 100% de hidratación con condiciones de sequía 

severas. Se siguieron los protocolos y análisis marcados en el apartado anterior en cuanto 

a técnicas y criterios para llegar a la identificación y comparación de los metabolitos 

detectados.  

Con ello, se procedió a comparar en cuanto a 4 criterios distintos: diferencia entre la 

concentración relativa en sobrenadante, diferencia entre la concentración relativa de la 

fracción intracelular, y en cada una de estas condiciones, diferencia de concentración de 

metabolitos en presencia de 50 y 5% de PEG en el medio. De este modo se analizaron los 

metabolitos secretados (extracelular) y los acumulados (intracelular) ante las condiciones 

de sequía artificial impuestas. Aquellos metabolitos que mostraron una acumulación de 

al menos 1,5 veces superior a la condición opuesta fueron considerados para el análisis 

de funciones. 

Tras identificar los compuestos y conocer sus concentraciones medias en las tres muestras 

estudiadas en cada condición, se evaluaron y seleccionaron aquellos con una diferencia 

de concentración de al menos 1,5 veces mayor con un nivel de significación p<0,05 

(mayor del 95%) tras aplicarles un estadístico t-student.  

Así, los compuestos se dividieron según la presencia de 50 y 5% de PEG en el medio, tal 

como se muestra en las figuras 56A y 56B, para estudiar la relación con los sistemas de 

resistencia contra estrés abiótico, y más concretamente en los sistemas de resistencia 

contra sequía. Comenzando con el análisis de compuestos en el sobrenadante, se observó 

que el número de metabolitos acumulados fue menor y menos diverso en su composición 

y tipos químicos para el cultivo con PEG 50% que para el de PEG 5%, llegando a mostrar 

seis veces menos componentes identificados. De estos metabolitos, más de la mitad se 

encontraron acumulados más de 5 veces respecto al sobrenadante del cultivo con PEG 

5% (en el cual poco más del 40% de los metabolitos se acumularon más de 5 veces). Los 

metabolitos más acumulados en cultivos con PEG 50% respecto a los encontrados en 

cultivos con PEG 5% fueron el ácido cinámico (siendo su concentración 7,74 veces más 
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alta en presencia de PEG 50% que en presencia de PEG al 5%), la urea (7,72 veces más 

concentrada) y la sacarosa (6,94 veces más concentrada). Por otra parte, los metabolitos 

que mayor reducción mostraron cuando el medio contenía PEG 50%, respecto al que 

contenía PEG 5%, fueron la serina (cuya concentración se redujo en 19,17 veces), el ácido 

cafeico (18,71 veces menos concentrado), la arginina (17 veces menos concentrada) y la 

melibiosa (16,30 veces menos concentrada) (tabla 7). 

Por su parte, en la fracción intracelular los metabolitos acumulados en cada condición 

fueron prácticamente los mismos en número que en la fracción del sobrenadante. Se 

identificaron 43 metabolitos en la muestra con PEG 50%, y 45 para el cultivo con PEG 

5%. En el cultivo con PEG 50%, el 70% de los compuestos que se acumularon superaban 

por más de 5 veces la concentración respecto a cuándo el cultivo contuvo PEG 5% (en 

este medio, sólo la mitad de los compuestos se acumularon más de 5 veces respecto al 

cultivo con PEG 50%). Las mayores diferencias de concentración entre los metabolitos 

acumulados en cultivos con PEG 50% respecto a los encontrados en cultivos con PEG 

5% fueron el gluconato-1,5-lactona (siendo su concentración 20,03 veces más alta en 

presencia de PEG 50% que en presencia de PEG al 5%), la lisina (19,14 veces más 

concentrada), la fructosa (18,77 veces más concentrada) y la trans-chalcona (17,72 veces 

más concentrada). Por otra parte, los metabolitos que mayor reducción mostraron cuando 

el medio contenía PEG 50%, respecto al que contenía PEG 5%, fueron la timina (cuya 

concentración se redujo en 73,29 veces), la glicina (58,73 veces menos concentrada), la 

treonina (43,33 veces más concentrada) y el 4-aminobutirato (GABA) (22,94 veces más 

concentrado). Estos datos se muestran con mayor detalle en la tabla 6. 
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Figura 56. Cuantificación de metabolitos identificados. Se muestran aquellos 

metabolitos concentrados en los sobrenadantes de los cultivos puros expuestos a PEG 

(6A) y en la fracción intracelular de dichos cultivos (6B). Los puntos verdes 

corresponden con los compuestos concentrados en medio con PEG 5%; los puntos 

naranjas corresponden con los compuestos concentrados en medio con PEG 50%.  Los 
metabolitos se ordenaron por aparición en el cromatograma.
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Tabla 7. Metabolitos concentrados en los sobrenadantes de los cultivos expuestos a PEG 5% y PEG 50% por grupos 

químicos y función de respuesta ante la sequía. Se muestra también el ratio entre las concentraciones detectadas en una y otra 

condición.

Sobrenadante 5% Vs 50% 

Metabolito Ratio Tipo 

Alanina a, c, d 4,23 Aminoácido 

Valina a, d 2,83 Aminoácido 

Leucina a, d 3,39 Aminoácido 

Norleucina a 3,14 Aminoácido 

Serina d 19,17 Aminoácido 

Treonina a, d 3,69 Aminoácido 

S-Metilcisteína c 1,79 Aminoácido 

Homoserina a 1,67 Aminoácido 

ß-Alanina a 5,75 Aminoácido 

Glutamina b, d 5,60 Aminoácido 

Metionina c 5,96 Aminoácido 

L-Cistationina b 2,99 Aminoácido 

Cisteína b 2,22 Aminoácido 

Triptófano a, c 1,69 Aminoácido 

Citosina a, b 14,07 Aminoácido 

Cistina b 16,01 Aminoácido 

Hidroxiprolina a 10,32 Aminoácido 

Arginina a 17,00 Aminoácido 

Asparagina a 3,78 Aminoácido 

Tirosina b, c 6,33 Aminoácido 

1-Metil-L-Histidina a, c, f 2,15 Aminoácido 

L-Cistationina c 8,02 Aminoácido 

4-Aminobutirato (GABA) a, c, d 8,22 Aminoácido 

Espermidina c, e 2,46 Poliamina 

Ácido ß-Aminoisobutírico a, d, e 11,80 Ác. orgánico 

Ác. sinápico c, e 1,46 Ác. orgánico 

Ác. felúrico b, e 7,45 Ác. orgánico 

Ác. glucurónico b, d, e 1,42 Ác. orgánico 

Ác. dihidrocaféico b, d 1,29 Ác. orgánico 

Ác. cafeico b, c, d, e 18,51 Ác. orgánico 

α-cetoglutarato a, b 6,60 Ác. orgánico 

2-Isopropilmalato a, c 1,07 Ác. orgánico 

2-Aminodiapato a 4,81 Ác. orgánico 

   

 

Sobrenadante 5% Vs 50% 

Metabolito Ratio Tipo 

cis-Aconitato a, d 8,29 Ác. orgánico 

Citrato a, b 3,54 Ác. orgánico 

α-Cetocaproato b 2,19 Ác. orgánico 

Malato a, c 4,27 Ác. orgánico 

Shikimato a, d 2,38 Ác. orgánico 

2-Metilcitrato a 2,39 Ác. orgánico 

Gluconato a 1,63 Ác. orgánico 

Gluconato-1,5-lactona f 6,02 Ác. orgánico 

Pinitol a 2,39 Alcohol 

Orcinol b 2,16 Alcohol 

Manitol a 7,34 Alcohol 

mio-Inositol a 4,39 Alcohol 

trans-Chalcona b 3,69 Cetona 

Siringaldehído e 9,95 Aldehído 

Sinapaldehído e 3,38 Aldehído 

Conilferaldehído d, e 5,18 Aldehído 

Glicerato-3-P c, d 1,60 C. fosfatado 

Glicerato-2-P c, d 1,47 C. fosfatado 

Glicerol-3-P c, d 3,40 C. fosfatado 

Ribosa-5-P a, d 1,89 C. fosfatado 

Ribulosa-5-P b, d 2,59 C. fosfatado 

Frutosa-6-P c, d 2,44 C. fosfatado 

Glucosa-6-P a, c 1,85 C. fosfatado 

mio-Inositol-P a 1,54 C. fosfatado 

Xilosa a, d, e 5,95 Azúcar 

Arabinosa a, b 8,59 Azúcar 

Glucosa a, d 2,45 Azúcar 

Galactosa a 2,45 Azúcar 

Ribosa c, d 4,39 Azúcar 

Fructosa a, d 3,11 Azúcar 

Celobiosa a, d 1,54 Azúcar 

Melibiosa a, d 16,30 Azúcar 

Trehalosa a, c, e 1,83 Azúcar 

   

 

Sobrenadante 50% Vs 5% 

Metabolito Ratio Tipo 

Onritina-Citrulina-Arginina a 5,10 Aminoácido 

Prolina a ,b ,e 5,34 Aminoácido 

Ác. cinámico b, c 7,74 Ác. orgánico 

Ác. maleínico a, b 1,48 Ác. orgánico 

2-Hidroxiglutarato b 6,25 Ác. orgánico 

Isocitrato a, b 4,27 Ác. orgánico 

Urea a, c 7,72 C. nitrogenado 

Adenina d 3,41 Base nitrogenada 

Sacarosa a 6,94 Azúcar 

Rafinosa a, b 4,20 Azúcar 

 

A, Equilibrio osmótico; B, Anti-ROS; C, Fitohormona/Ciclo Etileno; D, Señal; E, Estructural; F, Otros 
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Tabla 8. Metabolitos concentrados la fracción intracelular de los cultivos expuestos a PEG 5% y PEG 50% por grupos 

químicos y función de respuesta ante la sequía. Se muestra también el ratio entre las concentraciones detectadas en una y otra 

condición. 

 

Fracción intracelular 5% Vs 50% 

Metabolito Ratio Tipo 

Alanina a, c, d 16,34 Aminoácido 

Leucina a, d 16,46 Aminoácido 

Glicina a 58,73 Aminoácido 

Norleucina a 5,19 Aminoácido 

Serina d 2,58 Aminoácido 

Treonina a, d 43,33 Aminoácido 

S-Metilcisteína c 2,00 Aminoácido 

Timina b, c 73,29 Aminoácido 

Homosreina a 3,83 Aminoácido 

Glutamina b, d 5,77 Aminoácido 

Metionina c 6,75 Aminoácido 

Cisteína b 1,95 Aminoácido 

Hidroxiprolina a 6,94 Aminoácido 

Fenilalanina a, b, e 3,90 Aminoácido 

Asparagina a 7,37 Aminoácido 

L-Cistationina c 2,59 Aminoácido 

1-Metil-L-Histidina a, c, f 2,17 Aminoácido 

Espermidina c, e 2,00 Poliamina 

Etanolamina a, c 5,87 Amino-alcohol 

Ác. cinámico b, c 7,78 Ác. orgánico 

Ác. p-cumárico c, f 17,26 Ác. orgánico 

Ác. sinápico c, e 12,48 Ác. orgánico 

Gluconato a 1,74 Ác. orgánico 

α-Cetocaproato b 1,83 Ác. orgánico 

Succinato a, b 7,09 Ác. orgánico 

Malato a, c 5,60 Ác. orgánico 

4-Aminobutirato (GABA) a, c, d 22,94 Ác. orgánico 

α-Cetoglutarato a, b 5,85 Ác. orgánico 

Glutamato a, c, d 4,26 Ác. orgánico 

cis-Aconitato a, d 3,01 Ác. orgánico 

Citrato a, b 2,29 Ác. orgánico 

2-Hidroxiglutarato b 3,23 Ác. orgánico 

2-Metilcitrato a, b 13,92 Ác. orgánico 

Urea a, c 3,65 C. nitrogenado 

Citosina a, b 7,00 B. nitrogenada 

Uracilo a, d 2,22 B. nitrogenada 

mio-Inositol a 13,00 Alcohol 

Orcinol b 6,06 Alcohol 

Pinitol a 2,59 Alcohol 

Siringaldehído e 16,04 Adehído 

Ribulosa-5-P b, d 1,77 C. fosfatado 

Frutosa-6-P c, d 8,00 C. fosfatado 

Xilosa a, d, e 2,37 Azúcar 

Arabinnosa a, b 12,84 Azúcar 

Ribosa c, d 8,86 Azúcar 

 

 

 

 

Fracción intracelular 50% Vs 5% 

Metabolito Ratio Tipo 

Valina a, d 3,43 Aminoácido 

Isoleucina b, c 9,71 Aminoácido 

Prolina a, b, e 5,19 Aminoácido 

Homocisteína b 4,52 Aminoácido 

Ornitina-Citrulina-Arginina a 8,60 Aminoácido 

Tirosina a, c 1,52 Aminoácido 

Histidina a, c, f 12,72 Aminoácido 

Lisina d 19,14 Aminoácido 

Triptófano a ,c 10,65 Aminoácido 

Cistina b 1,75 Aminoácido 

N-Acetilglucosamina a, b 4,51 Aminoácido 

Ácido ß-Aminoisobutírico a, d, e 1,57 Ác. orgánico 

Ác. pantoténico a 13,54 Ác. orgánico 

Ác. glucurónico a, b, c, e 6,32 Ác. orgánico 

Ác. felúrico b, e 4,81 Ác. orgánico 

Ác. dihidrocaféico b, d 14,53 Ác. orgánico 

Piruvato a 7,10 Ác. orgánico 

Glicerato a, b, d 9,71 Ác. orgánico 

Fumarato a 9,71 Ác. orgánico 

Fosfoenolpiruvato (Pep) b, d 9,71 Ác. orgánico 

Dihidroactonfosfato (DHAP) a, d 9,71 Ác. orgánico 

Isocitrato a, b 6,17 Ác. orgánico 

2-Metilcitrato a 6,63 Ác. orgánico 

Gluconato-1,5-lactona f 20,03 Ác. orgánico 

Adenina d 15,31 B. nitrogenada 

Adenosina c, d 5,59 Nucleósido 

Manitol a 8,50 Alcohol 

trans-Chalcona b 17,72 Cetona 

Coniferaldehído d, e 7,45 Aldehído 

Glicerato-2-P c, d 3,51 C. fosfatado 

Glicerato-3-P c, d 5,13 C. fosfatado 

Eritrosa-4-P a 9,71 C. fosfatado 

Glucosa-6-P a, c 4,43 C. fosfatado 

Ribosa-5-P a, d 4,59 C. fosfatado 

mio-Inositol-P a 4,30 C. fosfatado 

Ramnosa a, e 9,71 Azúcar 

Fructosa a, d 18,77 Azúcar 

Glucosa a, d 8,09 Azúcar 

Galactosa a 3,52 Azúcar 

Sacarosa a 15,86 Azúcar 

Melibiosa a, d 8,80 Azúcar 

Maltosa a, d 9,71 Azúcar 

Trehalosa a, c, e 6,27 Azúcar 

 

 

A, Equilibrio osmótico; B, Anti-ROS; C, 

Fitohormona/Ciclo Etileno; D, Señal; E, 

Estructural; F, Otros 
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Respecto a las características de los compuestos identificados, en los sobrenadantes de 

los cultivos con PEG 50%, la proporción de grupos químicos a los que pertenecen sus 

metabolitos concentrados fue menos diversa (solo tres grupos presentaron una 

representatividad superior al 10% de los metabolitos totales), respecto a los que se 

encontraban en los cultivos con PEG 5% donde se identificaron 4 grupos que mostraron 

una representatividad por encima del 10%. En cuanto a las células (fracción intracelular), 

en los cultivos con PEG 50%, se observó un mayor número de grupos (4) cuya 

representatividad superó el 10% respecto a los que se identificaron en los cultivos con 

PEG 5% donde sólo 2 grupos tuvieron una representatividad por encima del 10%.  

En los sobrenadantes de los cultivos con PEG 50%, se acumularon proporcionalmente 

menos aminoácidos (20% del total, respecto a 36% en cultivos con PEG 5%), pero se 

acumularon más azúcares (20% del total, respecto a 14% en cultivos con PEG 5%) y más 

ácidos orgánicos (40% del total, respecto a 26% en cultivos con PEG 5%), suponiendo el 

resto de grupos minoritarios en torno a un 20%. Por otra parte, en los cultivos con PEG 

50% no se acumularon ni compuestos fosfatados ni polialcoholes, los cuales llegaron a 

suponer un 12% y un 6% del total, respectivamente, en los cultivos con PEG 5%. Estos 

datos pueden observarse con más detalle en las figuras 57A.1 y 57B.1. 

En las células (fracción intracelular), los compuestos de los cultivos con PEG 50%, se 

acumuló proporcionalmente menos aminoácidos (26% del total, respecto a 42% en 

cultivos con PEG 5%) y menos polialcoholes (2% del total, respecto a 9% en cultivos con 

PEG 5%), prácticamente la misma proporción de ácidos orgánicos (30% del total, 

respecto al 31% en cultivos con PEG 5%), pero se acumularon más azúcares (14% del 

total, respecto al 7% en cultivos con PEG 5%) y más compuestos fosfatados (14% del 

total, respecto al 4% en cultivos con PEG 5%), suponiendo el resto de grupos minoritarios 

en torno al 9%. Estos datos pueden observarse con más detalle en las figuras 57A.2 y 

57B.2. 

En cuanto a las funciones asociadas a cada compuesto concentrado, nuevamente las 

agrupamos en torno a cinco categorías. reguladores osmóticos (como osmolitos, 

sustancias osmoprotectoras y sustancias osmocompatibles), antioxidantes (reguladores de 

grupos reactivos y neutralizadores de especies reactivas del oxígeno), fitohormonas 

(como moléculas relacionadas con el control de fitohormonas, fitohormonas funcionales 

contra la sequía y reguladores del crecimiento), moléculas señal (involucradas en 
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activación o cambios de ruta, receptores o mensajeros específicos) y moléculas 

estructurantes (modificadores de estructuras como paredes y compartimentos vacuolares, 

y protectores como el conilferaldehído, la espermidina, el ácido sinápico, la prolina, la 

fenilalanina, el ácido ß-aminoisobutírico, el siringaldehído, la trehalosa, el ácido felúrico 

o el ácido glucurónico), dependiendo del mecanismo de resistencia o tolerancia a la sequía 

con el que estuvieran más relacionados. Se incluyó la categoría ‘otros’ cuando el 

compuesto se relacionaba también con otras funciones de resistencia a estreses bióticos o 

abióticos no relacionados con la sequía. 

Como resultado del análisis de metabolitos observamos variaciones significativas tanto 

en números netos de metabolitos identificados cuya concentración varió de forma 

significativa, como en la abundancia relativa en la representación de dichas funciones en 

ambos análisis de metabolitos concentrados. Aquí debe tenerse en cuenta que cada 

metabolito identificado puede ajustarse a más de un tipo de función contra la sequía 

(figura 57C). 

En los sobrenadantes de los cultivos con PEG 50%, se observó que en torno al 10% de 

los metabolitos podían agruparse en tres de los grupos funcionales (no mostrando 

diferencia respecto a los cultivos con PEG 5%), mientras que algo más de la mitad podían 

agruparse en dos grupos funcionales (no mostrando diferencia respecto a los cultivos con 

PEG 5%). El resto (40%) se consideraron metabolitos monofuncionales (algo más del 

40% en los cultivos con PEG 5%). En este caso, sólo los grupos funcionales de regulación 

osmótica y de antioxidantes lograron acumular 5 o más de los compuestos identificados, 

mientras que en los cultivos con PEG 5% las funciones capaces de agrupar a 20 

metabolitos o más fueron la regulación osmótica, las fitohormonas y la señalización ante 

estrés.  

En las células (fracción intracelular) de los cultivos con PEG 50%, casi el 15% de los 

metabolitos pudieron agruparse en tres grupos funcionales (respecto al 10% que se dio en 

los cultivos con PEG 5%), mientras que prácticamente la mitad de los mismos se 

agruparon en dos grupos funcionales, lo que supone resultados muy similares a los 

obtenidos con PEG 5%. El resto (37%) se consideraron metabolitos monofuncionales (no 

mostrando diferencia respecto a los cultivos con PEG 5%). De este modo, como ocurría 

en el sobrenadante bajo esta condición, los grupos funcionales de regulación osmótica, 

antioxidantes, fitohormonas y señales ante estrés lograron acumular 10 o más de los 
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compuestos identificados, mientras que en los cultivos con PEG 5% las funciones capaces 

de agrupar a 15 metabolitos o más fueron la regulación osmótica, las fitohormonas y la 

señalización ante estrés. 

Por otra parte, el análisis de abundancia relativa de dichas funciones nos permite 

comparar más directamente entre ambas condiciones. Así, en los sobrenadantes de los 

cultivos con PEG 50% se acumularon casi un 20% más de metabolitos con función 

relacionada con la regulación osmótica que en los cultivos con PEG 5%, aunque en ambos 

casos esta función llegó a suponer más de un tercio en términos de abundancia relativa 

del total de las funciones. De igual modo, los cultivos con PEG 50% acumularon el doble 

de antioxidantes que los cultivos con PEG 5%. En cambio, en las funciones de 

fitohormona, señalización de estrés o estructurante, los cultivos con PEG 50% 

acumularon menor porcentaje relativo de compuestos que los cultivos con PEG 5%, 

siendo dichas diferencias de en torno al 30-50%.  

Para finalizar, las células (fracción intracelular) de los cultivos con PEG 50% acumularon 

casi un 10% más de metabolitos con función de regulación osmótica, en torno a un 25% 

más de moléculas señal, y un 30% más de metabolitos con función estructurante, respecto 

a los cultivos con PEG 5%. En cambio, tanto en función antioxidante como en 

fitohormona, los cultivos con PEG 50% acumularon menor porcentaje de metabolitos que 

los cultivos con PEG 5%, siendo dichas diferencias de en torno al 20 y 40% superiores 

respectivamente. Estos datos pueden observarse en la figura 57D. 
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Figura 57. Análisis de componentes y funciones de los metabolitos detectados en cultivos puros de Microbacterium sp. 3J1 expuestos a PEG. Se muestran la abundancia relativa de los metabolitos según su origen químico tanto en cultivos 

expuestos a PEG 5% (paneles A) como a PEG 50% (paneles B) para sobrenadante (paneles 1) y fracción intracelular (paneles 2). Por otra parte se indican el número de metabolitos detectados relacionado con cada función de anti estrés (C), así 

como la abundancia relativa de metabolitos por función (D); las barras de color verde claro corresponden con sobrenadante de cultivo expuesto a PEG 5%; las barras verde oscuras, con la fracción intracelular de cultivo expuesto a PEG 5%; las 

barras naranja claro, a sobrenadante de cultivo expuesto a PEG 50%; y las barras naranja oscuro, con la fracción intracelular expuesta a PEG 50%. 

20%

40%

20%

20%

PEG 50%

-Sobrenadante-

Aminoácidos y compuestos amínicos Ácidos orgánicos

Azúcares Otros (compuesto o base nitrogenada)

A.1

26%

30%

2%

14%

19%

9%

PEG 50%

-Fracción intracelular-

Aminoácidos y compuestos aminicos

Ácidos orgánicos

Polialcoholes

Compuestos fosfatados

Azúcares

Otros (bases o compuestos nitrogenados, aldehídos, cmpuests fosfatados)

A.2

0

5

10

15

20

25

30

35

40

Reguladores

osmóticos

Antioxidantes Fitohormonas Moléculas señal Estructurantes Otros

N
o

. 
d

e 
m

et
a

b
o

li
to

s

FunciónC

36%

26%

6%

12%

14%

6%

PEG 5%

-Sobrenadante-

Aminoácidos y compuestos amínicos Ácidos orgánicos

Polialcoholes Compuestos fosfatados

Azúcares Otros (aldehídos, cetonas)

B.1

42%

31%

9%

7%

11%

PEG 5%

-Fracción intracelular-

Aminoácidos y compuestos aminicos

Ácidos orgánicos

Polialcoholes

Azúcares

Otros (bases o compuestos nitrogenados, aldehídos, cmpuests fosfatados)

B.2

compuestos fosfatados)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

Reguladores

osmóticos

Antioxidantes Fitohormonas Moléculas señal Estructurantes Otros

%

Abundancia relativaD

compuestos fosfatados) 



Capítulo II – Análisis proteómico y metabolómico del proceso de interacción 

 

 
174 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo II – Análisis proteómico y metabolómico del proceso de interacción 

175 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo II – Análisis proteómico y metabolómico del proceso de interacción 

 

 
176 
 

 



Capítulo III – Bioseguridad de las cepas xerotolerantes 

177 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo III – Bioseguridad de las cepas xerotolerantes 

 

178 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo III – Bioseguridad de las cepas xerotolerantes 

179 
 

El objetivo de este capítulo consistió en conocer el grado de bioseguridad de las cepas 

xerotolerantes estudiadas. Cualquier producto microbiológico que se libere al medio 

ambiente debe ser inocuo y seguro tanto para el ser humano como para el medio ambiente. 

Para el caso concreto de las rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (BPCP o 

PGPR), aún no existe un protocolo concreto que nos permita garantizar la inocuidad para 

usarse como agente inoculante sobre plantas. De este modo, se planteó combinar una serie 

de ensayos basados en modelos de organismos presentes en el medio ambiente que 

pueden verse potencialmente afectados, así como de modelos de infección para el ser 

humano. La combinación de ensayos de bioseguridad con organismos tales como 

Caenorhabditis elegans, Eisenia foetida, Mus musculus o Daphia magna, sirven de 

modelo para reconocer posibles interferencias a cualquier nivel, incluido el humano, que 

pudiera causar el uso de las cepas en estudio en el caso de librearse al medio ambiente. 

Como resultado final se obtuvo un valor numérico indicativo del nivel de seguridad de 

las cepas que se le denominó índice de seguridad humana y ambiental, ISHA (o EHSI, 

por sus siglas en inglés, Environmental and Human Safety Index). Como controles para 

los distintos ensayos descritas como bacterias promotoras del crecimiento en plantas se 

emplearon así mismo las cepas Pseudomonas putida KT2440, Burkholderia cepacia CC-

A174, Serratia marcescens CTC 10211, Serratia entomophila CIP 102919, Serratia 

proteamaculans NCTN 394 y Pseudomonas aeruginosa PA14. Además de estas cepas se 

incluyó una colección de cepas  descritas como promotoras del crecimiento de plantas 

facilitadas por la empresa Investigaciones y Aplicaciones Biotecnológicas (IAB, 

Valencia, España) y que incluyeron a Pseudomonas fluorescens IABPF05, Azotobacter 

vinelandii IABAV02, Rhizobium legominosarum IABRL05 y Bacillus subtilis IABBS05. 

 

1. Ensayos con organismos vivos 

1.1. Ensayos de sensibilidad microbiana con Escherichia coli MC4100 

Los ensayos de sensibilidad con Escherichia coli MC4100 permiten simular el efecto de 

cambios producidos en el medio por la cepa en estudio sobre la comunidad microbiana 

del medio. Estos ensayos se realizaron en base al modelo propuesto por Smal y col. en 

1994 (Small et al., 1994), para observar las modificaciones debidas a cambios en el pH, 

producción de sustancias antimicrobianas o tóxicas que alteran el crecimiento normal en 

esta cepa. Para este ensayo se emplearon el sobrenadante filtrado de cultivos en 
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crecimiento exponencial de las cepas xerotolerantes, tal y como se indica en el apartado 

8.1 de Materiales y Métodos.  

Los valores de supervivencia de E. coli MC4100 tras la incubación con el sobrenadante 

del cultivo de la cepa control P. putida KT2440 y con el medio de cultivo 1xM9 libre de 

bacterias, fueron cercanos al 100%. Sin embargo, dicho valor se redujo a un 50% y un 

35% cuando se emplearon los sobrenadantes de las cepas descritas como patógenas B. 

cepacia CC-A174 y S. proteamaculans PADG 3630, respectivamente. Ninguno de los 

sobrenadantes de cultivos de las cepas xerotolerantes estudiadas mostró diferencia 

significativa respecto a los valores de supervivencia de E. coli  MC4100 obtenidos con 

los sobrenadantes de cultivos de P. putida KT2440 o respecto al medio 1xM9 libre de 

bacterias (figura 58), siendo la supervivencia superior al 95% en todos los casos. 

 

 

Figura 58. Supervivencia de E. coli MC4100 a la exposición de sobrenadantes de 

cultivos de aislados bacterianos durante 1,5h. Se muestra el porcentaje de 

supervivencia (%) tras el tiempo de contacto. Como control negativo de toxicidad sobre 

E. coli, se muestran el medio 1xM9 y el sobrenadante del cultivo P. putida KT2440, 

mientras los controles positivos de patogenicidad se empleó el sobrenadante de B. 

cepacia CC-A174 y S. proteamaculans PADG 3630. Los asteriscos (*) indican las 

cepas xerotolerantes ensayadas que muestran diferencias significativas respecto a las 

cepas control B. cepacia CC-A174 y S. proteamaculans PADG 3630. 
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1.2. Ensayo de patogenicidad con Caenorhabditis elegans 

El ensayo de patogenicidad basado en C. elegans es uno de los más empleados como 

modelo de patogenicidad a nivel humano, pero también puede usarse como modelo para 

estudiar el nivel de seguridad sobre el medio ambiente. Su utilización es muy amplia y 

está bien estudiada, lo que permite realizar predicciones con un buen grado de fiabilidad 

en ambos contextos (Darby et al., 1999, Schulenburg & Ewbank, 2004, Zachow et al., 

2009). Para estudiar el posible efecto patógeno de los microorganismos en estudio sobre 

C. elegans, se cultivaron estos microorganismos en medio PDA. Una vez alcanzado un 

crecimiento visible pero no excesivo, se añadieron 5 individuos juveniles de C. elegans a 

cada placa, y se incubaron las placas durante 7 días a 20oC. Durante este periodo de 

incubación, se registró el número de huevos, de neonatos o juveniles, de adultos y de 

individuos muertos, tal y como se indica en el apartado 8.2 de Materiales y Métodos. 

Como cepas no patógenas para este ensayo se usaron la cepa de alimentación habitual, 

Escherichia coli OP50, y la BPCP P. putida KT2440 (Navas et al., 2007, Wang et al., 

2014) como controles negativos de patogenicidad. Por otra parte, se emplearon las cepas 

B. cepacia CC-A174 y S. proteamaculans PADG 3630, también BPCP como controles 

positivos de patogenicidad (Baldwin et al., 2004, Schulenburg & Ewbank, 2004). Como 

control adicional de patogenicidad del ensayo, se usó la cepa Pseudomonas aeruginosa 

PA14, conocida patógena para estos organismos, dado que algunas cepas de esta especie 

también son BPCPs (Islam et al., 2014). 

El número de huevos depositados por C. elegans cuando estos se incubaron con las cepas 

consideradas como control negativo E. coli OP50 ni P. putida KT2440 fue de 326 y 309 

huevos al final del ensayo, respectivamente, no mostrando diferencias significativas. Sin 

embargo, cuando los individuos de C. elegans se incubaron en presencia de las cepas, B. 

cepacia CC-A174, S. proteomaculans NCTC394 y P. aeruginosa PA14, se observó una 

ausencia casi total de los huevos depositados al final del ensayo. Por otra parte, cuando 

los nematodos se incubaron en placas con las cepas Microbacterium sp. 3J1 y 

Rhodococcus sp. 4J2A2, el número de huevos depositado por C. elegans fue de 584 y 

635, respectivamente, observándose una diferencia significativa del doble respecto al 

número de huevos detectado con los nematodos incubados en placas con E. coli OP50 al 

final del ensayo. Cuando los nematodos se incubaron en placas con A. koreensis 5J12A, 

también se observó un incremento del número de huevos con respecto a la placa incubada 

en presencia de E. coli OP50, llegando a contarse cerca de  375 y 326 huevos, lo que 
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supone un 15% más en el primer caso. En los casos de nematodos cultivados con las cepas 

Leucobacter sp. 4J7B1 y A. siccitolerans 4J27 se observó un número de huevos superior 

los 300 por placa en el último punto de muestreo, suponiendo una pequeña diferencia 

(inferior al 8% respecto a las placas cultivadas en presencia de E. coli OP50) (figura 59). 

 

 

Figura 59. Número de huevos de C. elegans en presencia de distintas cepas 

microbianas. En ordenadas se muestra el número medio de huevos por placa 

contabilizado durante cada punto de muestreo indicado en abscisas. Se indica con un 

asterisco (*) las cepas xerotolerantes ensayadas que muestran diferencia significativa 

sobre los controles positivos, y con dos asteriscos (**), aquellas cepas xerotolerantes 

ensayadas que, además, mostraron diferencia significativa con los controles negativos. 

 

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en el número de individuos 

juveniles cuando los nematodos se cultivaron con las cepas control negativo E. coli OP50 

y P. putida KT2440, siendo estos de en torno a 1.200 juveniles al final del ensayo. Por 

otra parte, cuando los nematodos se incubaron con las cepas control positivo en 

patogenicidad S. proteomaculans NCTC394 y P. aeruginosa PA14 se observó un número 

muy reducido de juveniles al final del ensayo cercano a 15 juveniles, mientras que cuando 

se cultivaron con B. cepacia CC-A174, se observaron unos 25 juveniles al final del 

ensayo, lo que representa un 40% más que cuando se incubaron con S. proteomaculans 

PADG 3630 o P. aeruginosa PA14. En el caso de los nematodos incubados con a la cepa 

Microbacterium sp. 3J1, se observaron 1.325 juveniles, lo que representa un 5% más que 

cuando se incubaron con E. coli OP50 y P. putida KT2440 al final del ensayo. En el caso 

de nematodos expuestos a A. koreensis 5J12A y a Rhodococcus sp. 4J2A2 no se observó 
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diferencia significativa respecto al número de juveniles contabilizados cuando la cepa 

empleada fue E. coli OP50 o P. putida KT2440. Por último, en el caso de nematodos 

incubados con Leucobacter sp. 4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 se observaron 1.165 

juveniles, lo que representa en torno a un 10% menos juveniles que los observados cuando 

las placas de cultivo contenían E. coli OP50 o P. putida KT2440 (figura 60). 

 

Figura 60. Número de juveniles de C. elegans en presencia de distintas cepas 

microbianas. En ordenadas se muestra el número medio de juveniles por placa 

contabilizado durante cada punto de muestreo indicado en abscisas. Se indica con un 

asterisco (*) las cepas xerotolerantes ensayadas que muestran diferencia significativa 

sobre los controles positivos, y con dos asteriscos (**), aquellas cepas xerotolerantes 

ensayadas que, además, mostraron diferencia significativa con los controles negativos. 

 

 

Cuando los nematodos se incubaron con las cepas E. coli OP50 y P. putida KT2440 se 

observaron 1.103 y 1.045 individuos adultos al final del ensayo, respectivamente, lo que 

supuso una diferencia significativa del 5%. Por otra parte, cuando se incubaron con las 

cepas control positivo en patogenicidad B. cepacia CC-A174, S. proteomaculans 

NCTC394 y P. aeruginosa PA14 se observaron 41, 33 y 25 individuos adultos al final 

del ensayo. Por otra parte, cuando se incubaron con la cepa Microbacterium sp. 3J1 se 

observaron 1.059 adultos, lo que supuso casi un 5% menos que los observados en 

presencia de E. coli OP50. En el caso de los nematodos incubados con la cepa A. 

siccitolerans 4J27 también se observaron valores por debajo de los estimados cuando se 

utilizó E. coli OP50 como fuente alimenticia.  
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Al final del ensayo se observaron unos 1.000 adultos cuando los nematodos estaban en 

presencia de A. siccitolerans 4J27, lo que supone casi un 10% menos de los encontrados 

cuando la cepa empleada fue E. coli OP50. Cuando las cepas empleadas fueron A. 

koreensis 5J12A y Rhodococcus sp. 4J2A2 se observó una reducción significativa 

respecto al número de adultos contabilizados respecto a cuando se empleó E. coli OP50, 

sendo este número de 960 adultos, lo que representa un 13% de reducción respecto al 

número de adultos encontrados con E. coli OP50. Por último, cuando los nematodos se 

incubaron con Leucobacter sp. 4J7B1 se observó una cantidad de adultos en torno a un 

30% inferior respecto a respecto a cuando se incubaron con E. coli OP50 (figura 61). 

 

 

Figura 61. Número de adultos de C. elegans en presencia de distintas cepas 

microbianas. En ordenadas se muestra el número medio de adultos por placa 

contabilizado durante cada punto de muestreo indicado en abscisas. Se indica con un 

asterisco (*) las cepas xerotolerantes ensayadas que muestran diferencia significativa 

sobre los controles positivos, y con dos asteriscos (**), aquellas cepas xerotolerantes 

ensayadas que, además, mostraron diferencia significativa con los controles negativos. 
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El número de individuos muertos o cadáveres encontrados cuando los nematodos se 

incubaron con  E. coli OP50 y P. putida KT2440 fue inferior a 1 al final del ensayo en 

ambos casos. Sin embargo, cuando los nematodos se incubaron con B. cepacia CC-A174, 

S. proteomaculans NCTC394 y P. aeruginosa PA14 se observaron entre 4 y 6 individuos 

muertos al final del ensayo. Los individuos muertos encontrados cuando los nematodos 

se incubaron con las cepas xerotolerantes nunca llegó a superar a un cadáver por placa al 

final del ensayo, lo que supone una ausencia de diferencia significativa con respecto a 

cuando se incubaron con las cepas control negativo E. coli OP50 y P. putida KT2440. 

Sin embargo, sí se observó una diferencia significativa cuando los nematodos se 

incubaron con B. cepacia CC-A174, S. proteomaculans NCTC394 y P. aeruginosa PA14, 

llegando a observarse entre 4 y 6 individuos muertos contabilizados lo que suponen 

valores de 5 a 10 veces mayores a los observados cuando se incubaron con E. coli OP50 

o con P. putida KT2440 (figura 62). 

 

 

Figura 62. Número de individuos muertos de C. elegans en presencia de distintas 

cepas microbianas. En ordenadas se muestra el número medio de individuos muertos 

por placa contabilizado durante cada punto de muestreo indicado en abscisas. Se indica 

con un asterisco (*) las cepas xerotolerantes ensayadas que muestran diferencia 

significativa sobre los controles positivos, y con dos asteriscos (**), aquellas cepas 

xerotolerantes ensayadas que, además, mostraron diferencia significativa con los 

controles negativos. 
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1.3. Ensayos de ecotoxicidad con crisopas (Chrysoperla carnea) y mariquitas 

(Adalia bipunctata) 

A nivel ecológico, es importante evaluar el impacto de la adición de un microorganismo 

a nivel infraedáfico, así como a nivel supraedáfico, esto es, el efecto que causa la adición 

de estos microorganismos sobre de especies animales que habitan en el entorno de la 

planta inoculada. En este caso, se analizó el efecto potencial sobre dos tipos de insectos 

beneficiosos para las plantas: crisopas y mariquitas. En ambos casos, se ensayaron las 

cepas en formato liofilizado en trehalosa, mezcladas con la alimentación hasta alcanzar 

una cantidad de 107-108 UFC/g, de manera periódica. A lo largo de dos semanas de ensayo 

se registró el peso, la longitud y la mortalidad de las ninfas (fases larvarias) de los insectos 

mencionados tal y como se describe en el apartado 8.3 de Materiales y Métodos. En estos 

estudios se utilizó a P. putida KT2440 y a B. cepacia CC-A174 como controles negativos, 

así como un control más en el que se utilizó la alimentación habitual suplementada con 

trehalosa estéril. Por otra parte, las cepas S. entomophila CIP102919 y S. proteamaculans 

PADG 3630 se usaron como controles positivos tóxicos para dichas especies al afectarlas 

en su desarrollo así como por haberse descrito como BPCP (Nongkhlaw & Joshi, 2014), 

lo que permite una mejor comparación y análisis de resultados. En todos los casos se 

determinó que el nivel de supervivencia de las cepas estudiadas fue superior a 90% tras 

el proceso de liofilización en trehalosa. 

 

  

1.3.1.  Bioensayos con crisopas 

 

El peso de las crisopas alimentadas con dieta suplementada con liófilos de las cepas P. 

putida KT2440 y B. cepacia CC-A174 en trehalosa, así como con trehalosa libre de 

células fue de en torno a 4 mg al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa 

entre estas condiciones. Los individuos alimentados con dieta suplementada con  las cepas 

S. entomophila CIP102919 y S. proteamaculans PADG 3630 alcanzaron valores de 2,6 

mg al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa entre ellas. Los individuos 

alimentados con dieta suplementada con las cepas xerotolerantes no mostraron en ningún 

caso diferencia significativa respecto a los individuos alimentados con dieta 

suplementada con las cepas P. putida KT2440 o B. cepacia CC-A174 (figura 63). 
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Figura 63. Peso de crisopas alimentadas con dieta suplementada con las cepas en 

ensayo. Se muestra el peso en mg a lo largo del periodo de ensayo. Las barras blancas 

indican los registros de peso a los 0 días; las barras grises claras, el peso a los 7 días; y 

las barras grises oscuras, los pesos a los 14 días de iniciar el ensayo. Se indica con un 

asterisco (*) la diferencia significativa en peso alcanzado por las crisopas alimentadas 

con dieta suplementada con las cepas xerotolerantes sobre el peso de las crisopas 

alimentadas con los controles positivos. 

 

La longitud de los individuos alimentados con dieta suplementada con liófilos de las cepas 

P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174 en trehalosa, así como con trehalosa libre de 

células, alcanzaron valores en torno a 7,65 mm al final del ensayo, no mostrando 

diferencia significativa entre estas condiciones. Los individuos alimentados con dieta 

suplementada con las cepas S. entomophila CIP102919 y S. proteamaculans PADG 3630 

alcanzaron valores de 6 mm al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa 

entre ellas. Los individuos expuestos a las cepas xerotolerantes presentaron una longitud 

de  en torno a 8 mm, no mostrando en ningún caso diferencia significativa respecto a los 

individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas P. putida KT2440 o B. 

cepacia CC-A174 (figura 64). 
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Figura 64. Longitud de crisopas alimentadas con dieta suplementada con las cepas 

en ensayo. Se muestra la longitud en mm a lo largo del periodo de ensayo. Las barras 

blancas indican los registros de peso a los 0 días; las barras grises claras, el peso a los 

7 días; y las barras grises oscuras, los pesos a los 14 días de iniciar el ensayo. Se indica 

con un asterisco (*) la diferencia significativa en longitud alcanzada por las crisopas 

alimentadas con dieta suplementada con las cepas xerotolerantes sobre la longitud de 

las crisopas alimentadas con los controles positivos. 

 

Por último se estudió la mortalidad en los individuos alimentados con dieta suplementada 

con liófilos de las cepas P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174 en trehalosa, los cuales 

alcanzaron valores en torno a 10% al final del ensayo, no mostrando diferencia 

significativa entre ambas condiciones. En el caso de los individuos alimentados con dieta 

suplementada con trehalosa libre de células, estos mostraron una mortalidad del 20%, el 

doble respecto a los individuos alimentados con dieta suplementada con liófilos de las 

cepas P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174 aunque hemos de tener en cuenta que 

hasta un 20% de mortalidad puede considerarse mortalidad natural en bioensayos 

(Urbano et al., 2013). Los individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas 

S. entomophila CIP102919 y S. proteamaculans PADG 3630 alcanzaron valores de 

mortalidad del 100 y del 90%, respectivamente. Por otra parte, los individuos alimentados 

con dieta suplementada con la cepa Rhodococcus sp. 4J2A2 fueron los únicos en los que 

se observó una ausencia total de mortalidad. Los individuos alimentados con dieta 

suplementada con las cepas Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 5J12A y A. 

siccitolerans 4J27 alcanzaron valores de mortalidad de en torno al 10%, no mostrando 

diferencias significativas con los valores alcanzados por los individuos alimentados con 

dieta suplementada con las cepas control negativo P. putida KT2440 y B. cepacia CC-
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A174, mientras que fueron 9-10 veces inferiores a los alcanzados por los individuos 

alimentados con dieta suplementada con las cepas control positivo S. entomophila 

CIP102919 y S. proteamaculans PADG 3630. Por otra parte, los individuos alimentados 

con dieta suplementada con Leucobacter sp. 4J7B1, alcanzaron valores de mortalidad de 

en torno al 20%, mostrando valores semejantes a los obtenidos por los individuos 

alimentados con dieta suplementada con trehalosa, siendo hasta 5 veces inferiores a los 

mostrados por los individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas control 

positivo S. entomophila CIP102919 y S. proteamaculans PADG 3630 (figura 65). 

 

 

 

Figura 65. Mortalidad en crisopas alimentadas con dieta suplementada con las 

cepas en ensayo. Se muestra el porcentaje de organismos muertos tras la exposición 

durante 14 días a las cepas en estudio junto con la desviación típica obtenida en las 

repeticiones de dicho ensayo. Se indica con un asterisco (*) las cepas xerotolerantes 

ensayadas que muestran diferencia significativa sobre los controles positivos. 

 

 

1.3.2.  Bioensayos con mariquitas 

El peso de las mariquitas alimentadas con dieta suplementada con liófilos de las cepas P. 

putida KT2440 y B. cepacia CC-A174 en trehalosa, así como con trehalosa libre de 

células fue de en torno a 9 mg al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa 

entre estas tres condiciones. Los individuos alimentados con dieta suplementada con las 

cepas S. entomophila CIP102919 y S. proteamaculans PADG 3630 alcanzaron valores de 

3 mg al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa entre ellas. Los individuos 

alimentados con dieta suplementada con las cepas xerotolerantes no mostraron en ningún 
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caso diferencia significativa respecto a los individuos alimentados con dieta 

suplementada con las cepas P. putida KT2440 o B. cepacia CC-A174, aunque esta 

diferencia sí que fue significativa con respecto a los alimentados con S. entomophila CIP 

102919 y S. proteomaculans PADG 3630 (figura 66). 

 

 

Figura 66. Peso de mariquitas alimentadas con dieta suplementada con las cepas 

en ensayo. Se muestra el peso en mg a lo largo del periodo de ensayo. Las barras 

blancas indican los registros de peso a los 0 días; las barras grises claras, el peso a los 

7 días; y las barras grises oscuras, los pesos a los 14 días de iniciar el ensayo. Se indica 

con un asterisco (*) la diferencia significativa en peso alcanzado por las mariquitas 

alimentadas con dieta suplementada con las cepas xerotolerantes sobre el peso de las 

mariquitas alimentadas con los controles positivos. 

 

La longitud de los individuos alimentados con dieta suplementada con liófilos de las cepas 

P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174 en trehalosa, así como con trehalosa libre de 

células, no fue estadísticamente diferente entre estas condiciones, alcanzando valores en 

torno a 4,3 mm al final del ensayo. Los individuos alimentados con dieta suplementada 

con las cepas S. entomophila CIP102919 y S. proteamaculans PADG 3630 alcanzaron 

valores de 3,2-3,5 mm al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa entre 

ellas. Los individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas xerotolerantes no 

mostraron una longitud estadísticamente diferente respecto a la longitud de los individuos 

alimentados con dieta suplementada con las cepas P. putida KT2440 o B. cepacia CC-

A174 (figura 67). 
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Figura 67. Longitud de mariquitas alimentadas con dieta suplementada con las 

cepas en ensayo. Se muestra la longitud en mm a lo largo del periodo de ensayo. Las 

barras blancas indican los registros de peso a los 0 días; las barras grises claras, el peso 

a los 7 días; y las barras grises oscuras, los pesos a los 14 días de iniciar el ensayo. Se 

indica con un asterisco (*) la diferencia significativa en longitud alcanzada por las 

mariquitas alimentadas con dieta suplementada con las cepas xerotolerantes sobre la 

longitud de las mariquitas alimentadas con los controles positivos. 

 

Por último se estudió la mortalidad en los individuos alimentados con dieta suplementada 

con liófilos de las cepas P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174 en trehalosa, la cual 

alcanzó valores en torno a 30% al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa 

entre estas condiciones. En el caso de los individuos alimentados con dieta suplementada 

con trehalosa libre de células, estas mariquitas mostraron una mortalidad del 20%, siendo 

esta diferencia de en torno a un 30% inferior con los individuos alimentados con dieta 

suplementada con liófilos de las cepas P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174. Los 

individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas S. entomophila CIP102919 

y S. proteamaculans PADG 3630 presentaron una mortalidad del 100%. Por otra parte, 

los individuos alimentados con dieta suplementada con la cepa A. koreensis 5J12A fueron 

los únicos que mostraron 0% de mortalidad. Los individuos alimentados con dieta 

suplementada con las cepas Microbacterium sp. 3J1 y A. siccitolerans 4J27 alcanzaron 

valores de mortalidad de en torno al 10%, no mostrando diferencias significativas con los 

valores alcanzados por los individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas 

control negativo P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174, mientras que fueron 10 veces 

inferiores a los alcanzados por los individuos alimentados con dieta suplementada con las 

cepas control positivo S. entomophila CIP102919 y S. proteamaculans PADG 3630. Por 
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otra parte, los individuos alimentados con dieta suplementada con Rhodococcus sp. 

4J2A2 y Leucobacter sp.  4J7B1, presentaron una mortalidad de en torno al 20%, 

mostraron valores semejantes a los obtenidos por los individuos alimentados con dieta 

suplementada con la condición control negativo de trehalosa, siendo hasta 5 veces 

inferiores a los mostrados por los individuos alimentados con dieta suplementada con las 

cepas control positivo S. entomophila CIP102919 y S. proteamaculans PADG 3630 

(figura 68). 

 

 

 

Figura 68. Mortalidad en mariquitas alimentadas con dieta suplementada con las 

cepas en ensayo. Se muestra el porcentaje de organismos muertos tras la exposición 

prolongada durante 14 días a las cepas en estudio junto con la desviación típica obtenida 

en las repeticiones de dicho ensayo. Se indica con un asterisco (*) las cepas 

xerotolerantes ensayadas que muestran diferencia significativa sobre los controles 

positivos. 

 

1.4. Ensayo de ecotoxicidad con lombrices de tierra (Eisenia foetida) 

Las lombrices de tierra (Eisenia foetida) son organismos altamente resistentes a agentes 

patógenos y hay escasas descripciones de cepas capaces de ocasionarles enfermedad por 

infección. Esto se debe en parte a un sistema inmune muy desarrollado (Schulenburg et 

al., 2007). Pese a ello, estos organismos edáficos altamente beneficiosos para la 

estructuración y enriquecimiento orgánico del suelo, son muy sensibles a los cambios en 

su hábitat (Neuhauser & Callahan, 1990). La adición al medio de sustancias tóxicas 

vermicidas o vermífugas pueden causar gran estrés, afectando a su presencia en el suelo, 

así como en su desarrollo y capacidad reproductiva. Para analizar si las cepas estudiadas 
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tenían un efecto negativo sobre el ciclo de vida de lombrices de tierra, se suministraron 

107-108 UFC/g de las cepas, en formato liofilizado, mezcladas con la alimentación cada 

48-72 horas. A lo largo de dos semanas de ensayo se registró el peso, la longitud y la 

mortalidad de los individuos, así como la cantidad de ootecas y neonatos, tal y como se 

describe en el apartado 8.4 de Materiales y Métodos. Mediante la adición de las cepas 

como parte de la dieta pretendemos estudiar si la inoculación de las mismas en el suelo 

puede causar efectos adversos sobre la comunidad de lombrices. En estos estudios se 

utilizó a P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174 como controles negativos por su 

inocuidad sobre E. foetida, así como un control adicional análogo a los comentados 

anteriormente. En el caso de los ensayos de reproducción, la cepa B. cepacia CC-A174  

actúa como un control negativo, pero con valores inferiores a los mostrados por los otros 

dos descritos anteriormente. Por otra parte, se empleó la cepa S. entomophila CIP102919 

como control positivo al afectar a otros organismos del suelo en su fase larvaria 

(biocontrol) (Nuñez-Valdez et al., 2008). También se usó NaCl al 2% como control 

positivo al haberse descrito su efecto letal para lombrices. 

El peso de los individuos alimentados con dieta suplementada con liófilos de las cepas P. 

putida KT2440 y B. cepacia CC-A174 en trehalosa, así como con trehalosa libre de 

células fue de en torno a 0,9 g al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa 

entre estas tres condiciones. Los individuos alimentados con dieta suplementada con las 

cepas S. proteamaculans PADG 3630, así como con NaCl 2%, alcanzaron valores de 0,6 

g al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa entre ellas. Los individuos 

alimentados con dieta suplementada con la cepa Leucobacter sp. 4J7B1 mostraron valores 

en torno a un 10% superiores a los de los individuos alimentados con dieta suplementada 

con las cepas P. putida KT2440 o B. cepacia CC-A174, y cerca de un 40% superiores a 

los individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas S. proteamaculans 

PADG 3630, así como con NaCl 2%. Los individuos alimentados con dieta suplementada 

con el resto de las cepas xerotolerantes no mostraron diferencia significativa respecto a 

los individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas P. putida KT2440 o B. 

cepacia CC-A174 (figura 69). 
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Figura 69. Peso de Eisenia foetida expuesta a las diferentes condiciones de ensayo. 

En el gráfico se muestra el peso (g) de las lombrices al inicio (columnas en blanco), a 

los 7 días (columnas en gris claro) y a final del ensayo, a los 15 días (columnas gris 

oscuro), alimentadas con dieta adicionada con las cepas indicadas. Se indica con un 

asterisco (*) aquellas lombrices alimentadas con dieta adicionada con las cepas 

indicadas que muestran diferencia significativa sobre los controles positivos. 

 

La longitud de los individuos alimentados con dieta suplementada con liófilos de las cepas 

P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174 en trehalosa, así como con trehalosa libre de 

células, alcanzaron valores en torno a 10,5-11 cm al final del ensayo, no mostrando 

diferencia significativa entre condiciones. Los individuos alimentados con dieta 

suplementada con las cepas S. proteamaculans PADG 3630, así como con NaCl 2%, 

alcanzaron valores de 8 cm al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa entre 

ellas. Los individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas xerotolerantes 

presentaron una longitud de 11-13 cm, no mostrando en ningún caso diferencia 

significativa respecto a los individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas 

P. putida KT2440 o B. cepacia CC-A174. Por otra parte, los individuos alimentados con 

dieta suplementada con las cepas Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 5J12A y 

Rhodococcus sp. 4J2A2 mostraron una longitud un 30% superior a la de los individuos 

alimentados con dieta suplementada con las cepas S. proteamaculans PADG 3630, así 

como con NaCl 2%. Los individuos alimentados con dieta suplementada con la cepa 

Leucobacter sp. 4J7B1 mostraron valores de longitud de más de un 35% superiores a la 

de los individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas S. proteamaculans 
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PADG 3630, así como con NaCl 2%. Por último, los individuos alimentados con dieta 

suplementada con la cepa A. siccitolerans 4J27 mostraron una longitud un 25% superior 

a la de los individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas S. 

proteamaculans PADG 3630, así como con NaCl 2%  (figura 70). 

 

 

 

Figura 70. Longitud de Eisenia foetida incubada en presencia de distintas cepas 

bacteriana. Se muestra la longitud (cm) alcanzada por los organismos en ensayo al 

inicio (columnas en blanco), a los 7 días (columnas en gris claro) y a final del ensayo, 

a los 15 días (columnas gris oscuro), bajo las distintas condiciones ensayadas. Se indica 

con un asterisco (*) las cepas xerotolerantes ensayadas que muestran diferencia 

significativa sobre los controles positivos. 

 

El número de neonatos registrado en los individuos alimentados con dieta suplementada 

con P. putida KT2440 liofilizada en trehalosa, así como con trehalosa libre de células, 

fue de 65 neonatos al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa entre sí. Por 

otra parte, en muestras de individuos alimentados con dieta suplementada con la cepa B. 

cepacia CC-A174 se encontraron 50 neonatos al final del ensayo. El número de neonatos 

registrado en los individuos alimentados con dieta suplementada con la cepa control 

positivo S. proteamaculans PADG 3630, así como con NaCl 2%, fue de 42 y 10, 

respectivamente. El número de neonatos registrado en las muestras de individuos 

alimentados con dieta suplementada con las cepas xerotolerantes fue de entre 58 y 63, y 

no mostró en ningún caso diferencia significativa respecto al de los individuos 
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alimentados con dieta suplementada con la cepa P. putida KT2440, así como con 

trehalosa. Sin embargo, sí llegaron a mostrar una diferencia de un 15% superior respecto 

a los individuos alimentados con dieta suplementada con la cepa B. cepacia CC-A174. 

En el caso de los individuos con dieta suplementada con Leucobacter sp. 4J7B1 el número 

de neonatos registrado (72 neonatos) llegó a ser de un 30% superior respecto a los 

individuos con dieta suplementada con la cepa  B. cepacia CC-A174. Los individuos con 

dieta suplementada con las cepas xerotolerantes mostraron una diferencia significativa en 

el número de neonatos de un 30 y un 80% superior respecto a los individuos alimentados 

con dieta suplementada con la cepa control positivo S. proteamaculans PADG 3630, así 

como con NaCl 2%, respectivamente. Para el caso de los individuos alimentados con dieta 

suplementada con Leucobacter sp. 4J7B1, dicha diferencia llegó a ser de un 40 y 85% 

superior, respectivamente (figura 71). 

 

 

Figura 71. Número de neonatos de Eisenia foetida incubada en presencia de 

distintas cepas bacteriana. Se muestra el número de neonatos registrados a los 7 días 

(columnas en gris claro) y a final del ensayo, a los 15 días (columnas gris oscuro), bajo 

las distintas condiciones ensayadas. Se indica con un asterisco (*) las cepas 

xerotolerantes ensayadas que muestran diferencia significativa sobre los controles 

positivos. 
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El número de ootecas registradas en los individuos alimentados con dieta suplementada 

con P. putida KT2440 liofilizada en trehalosa, así como con trehalosa libre de células, 

fue de 69 neonatos al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa entre sí. Por 

otra parte, se encontraron 45 ootecas en las muestras de individuos alimentados con dieta 

suplementada con la cepa B. cepacia CC-A174 al final del ensayo. El número de ootecas 

registradas en los individuos alimentados con dieta suplementada con la cepa control 

positivo S. proteamaculans PADG 3630, así como con NaCl 2%, fue de 35 y 12, 

respectivamente. El número de ootecas registradas en los individuos alimentados con 

dieta suplementada con las cepas xerotolerantes fue de entre 58 y 63, no siendo en ningún 

caso esta diferencia significativa respecto a la de los individuos alimentados con dieta 

suplementada con la cepa P. putida KT2440, así como con trehalosa. Únicamente en el 

número de ootecas registrado para los individuos alimentados con dieta suplementada con 

Leucobacter sp. 4J7B1, se observó una diferencia significativa un 10% superior a dichos 

controles. Por otra parte, se encontraron entre 61 y 68 ootecas en las muestras de 

individuos alimentados con dieta suplementada con las cepas xerotolerantes, lo que 

supuso un aumento de un 15% respecto a las muestras con dieta suplementada con la cepa 

B. cepacia CC-A174. En el caso de los individuos alimentados con dieta suplementada 

con Leucobacter sp. 4J7B1 el número de ootecas registrado (78 ootecas) llegó a ser de un 

30-40% superior respecto a los individuos alimentados con dieta suplementada con la 

cepa B. cepacia CC-A174. Los individuos alimentados con dieta suplementada con las 

cepas xerotolerantes mostraron una diferencia significativa en el número de ootecas 

registradas de un 45 y un 80% superior que en las muestras suplementadas con la cepa 

control positivo S. proteamaculans PADG 3630, así como con NaCl 2%, 

respectivamente. Para el caso de los individuos alimentados con dieta suplementada con 

Leucobacter sp. 4J7B1, dicha diferencia llegó a ser de un 55 y 85% superior, 

respectivamente (figura 72). 
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Figura 72. Número de ootecas contabilizadas de Eisenia foetida incubada en 

presencia de distintas cepas bacteriana. Se muestra el número de ootecas registradas 

a los 7 días (columnas en gris claro) y a final del ensayo, a los 15 días (columnas gris 

oscuro), bajo las distintas condiciones ensayadas. Se indica con un asterisco (*) las 

cepas xerotolerantes ensayadas que muestran diferencia significativa sobre los 

controles positivos, y con dos asteriscos (**), aquellas cepas xerotolerantes ensayadas 

que, además, muestran diferencia significativa con los controles negativos. 

 

1.5. Ensayo de análisis de la toxicidad por Microtox®. Vibrio fischeri 

El análisis de toxicidad mediante el kit comercial Microtox®, se basa en la reducción de 

la bioluminiscencia emitida por Vibrio fischeri NRRL B-11177 cuando este se encuentra 

en presencia de sustancias tóxicas. Este método permite detectar concentraciones bajas 

de sustancias que afectan el metabolismo de esta bacteria (Onorati & Mecozzi, 2004). 

Para este ensayo se usaron sobrenadantes filtrados (0,23 µm) de cultivos bacterianos en 

fase exponencial tal y como se indica en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos. Como 

control negativo se empleó tanto el sobrenadante del cultivo de P. putida KT2440, como 

el propio medio de cultivo TSB estéril. Por otra parte, se emplearon los sobrenadantes de 

las cepas B. cepacia CC-A174 y S. proteamaculans PADG 3630 como cepas productoras 

de toxinas y BPCP (Nacamulli et al., 1997, Coenye & Vandamme, 2003, Coats & 

Rumpho, 2014). De igual modo, se incluyó la cepa P. aeruginosa PA14 como cepa con 

capacidad de afectar a varios niveles del ecosistema, así como por su influencia sobre el 

metabolismo de V. fischeri NRRL B-11177 (Santa Anna et al., 2002).  
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De este modo, la bioluminiscencia emitida por V. fischeri NRRL B-11177 expuesta a los 

sobrenadantes filtrados de P. putida KT2440, así como a TSB estéril, como controles 

negativos, alcanzaron valores de EC50 de 104.93 ± 5.28% y 107.77 ± 3.90%, 

respectivamente, no mostrando diferencia significativa entre si al final del ensayo. Por su 

parte, la bioluminiscencia emitida por V. fischeri NRRL B-11177 expuesta a los 

sobrenadantes filtrados de B. cepacia CC-A174, S. proteamaculans PADG 3630 y P. 

aeruginosa PA14, mostró valores de 23,7 ± 1,32%, 19,8 ± 2,02% y 16,4 ± 1,81%, 

respectivamente. En el caso de la bioluminiscencia emitida por V. fischeri NRRL B-

11177 expuesta a los sobrenadantes filtrados de Rhodococcus sp. 4J2A2, mostró un valor 

de EC50 de 95.18 ± 0.5%, siendo un 5% inferior al presentado por los cultivos expuesto a 

extractos de las condiciones control negativo, y un 80% superior en el caso de la 

bioluminiscencia emitida por V. fischeri NRRL B-11177 expuesta a los sobrenadantes 

filtrados de las cepas B. cepacia CC-A174, S. proteamaculans PADG 3630 y P. 

aeruginosa PA14, como controles positivos. Por otra parte, la bioluminiscencia emitida 

por V. fischeri NRRL B-11177 expuesta a los sobrenadantes filtrados de Leucobacter sp. 

4J7B1 mostraron un valor de EC50 de 83.74 ± 1.46%, lo que supuso una ligera reducción 

del 5% respecto al presentado por la bioluminiscencia emitida por V. fischeri NRRL B-

11177 expuesta a los sobrenadantes filtrados de la cepa P. putida KT2440, como del 

propio medio de cultivo TSB estéril, como controles negativos, y un 75% superior en el 

caso de los sobrenadantes filtrados de las cepas B. cepacia CC-A174, S. proteamaculans 

PADG 3630 y P. aeruginosa PA14, como controles positivos. La bioluminiscencia 

emitida por V. fischeri NRRL B-11177 expuesta a los sobrenadantes filtrados de A. 

koreensis 5J12A mostró un valor de EC50 de 52.51 ± 2.11%, lo que supuso casi la mitad 

del presentado por los cultivos expuestos a extractos de las condiciones control negativo, 

y un 43% superior en el caso de los extractos de las cepas control positivo. Por otra parte, 

la bioluminiscencia emitida por V. fischeri NRRL B-11177 expuesta a los sobrenadantes 

filtrados de Microbacterium sp. 3J1 mostró un valor de EC50 de 35.40 ± 0.85%, lo que 

supuso una reducción del 65% del valor al presentado por la bioluminiscencia emitida 

por V. fischeri NRRL B-11177 expuesta a los sobrenadantes filtrados de la cepa P. putida 

KT2440, como del propio medio de cultivo TSB estéril, como controles negativos, y un 

43% superior en el caso de los sobrenadantes de las cepas B. cepacia CC-A174, S. 

proteamaculans PADG 3630 y P. aeruginosa PA14, como controles positivos. Por 

último, la bioluminiscencia emitida por V. fischeri NRRL B-11177 expuesta a los 

sobrenadantes filtrados de A. siccitolerans 4J27 mostró un valor de EC50 de 25.05 ± 
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0.60%, lo que supuso una reducción del EC50 de un 75% respecto al presentado por la 

bioluminiscencia emitida por V. fischeri NRRL B-11177 expuesta a los sobrenadantes 

filtrados de la cepa P. putida KT2440, como del propio medio de cultivo TSB estéril, 

como controles negativos, no presentando diferencia significativa respecto al valor de 

EC50 mostrado por las cepas B. cepacia CC-A174, S. proteamaculans PADG 3630 y P. 

aeruginosa PA14, como controles positivos (figura 73). 

 

 

Figura 73. EC50 sobre Vibrio fischeri NRRL B-11177 obtenido en ensayo de 

Microtox® para los diferentes sobrenadantes empleados en el ensayo. En el gráfico 

se muestra el porcentaje requerido de cada extracto en TSB para alcanzar un efecto de 

reducción de bioluminiscencia emitida por V. fischeri NRRL B-11177 del 50%. Los 

valores que cercanos al 100% se consideran inocuos. Se indica con un asterisco (*) las 

bioluminiscencias de V. ficheri expuestas a los sobrenadantes de las cepas 

xerotolerantes ensayadas que muestran diferencia significativa sobre la obtenida 

cuando V. ficheri fue expuesta a los sobrenadantes de las cepas control positivo. 

 

 

1.6. Ensayo de toxicidad por DaphToxKit®. Daphnia magna 

El ensayo de DaphToxKit® es un ensayo estandarizado para conocer efectos sobre 

pequeños organismos indicativos de la calidad y sensibilidad de ecosistemas acuáticos 

basado en la viabilidad de D. magna cuando se expone ante metabolitos producidos por 

distintos microorganismos. Para este ensayo se usó sobrenadante filtrado de cultivos una 
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vez las cepas en estudio alcanzaban la de fase exponencial de crecimiento, tal y como se 

indica en el apartado 8.5 de Materiales y Métodos. Como control negativo se utilizó el 

propio medio de cultivo TSB estéril y el preparado de ‘Agua Fresca Estándar’ con el que 

se llevan a cabo las diluciones de los sobrenadantes de los cultivos bacterianos ensayados 

(como indica el fabricante). Como controles negativos se usaron sobrenadantes filtrados 

de las cepas P. putida KT2440, B. cepacia CC-A174 y S. proteomaculans PADG 3630, 

todas ellas BCPB. De igual modo, se incluyó como control positivo el sobrenadante del 

cultivo de P. aeruginosa PA14, por sus conocidos efectos sobre poblaciones de distintos 

ambientes (Santa Anna et al., 2002). 

El valor de EC50 al incubar a D. magna con medio de cultivo TSB estéril y el preparado 

de ‘Agua Fresca Estándar’ fue de 100 ± 3,08. Por otra parte, cuando se incubó a D. magna 

con el sobrenadante filtrado de cultivos de las cepas P. putida KT2440, B. cepacia CC-

A174, S. proteomaculans PADG 3630 y P. aeruginosa PA14, el EC50 fue de 14,12 ± 

1.62%, 12,5 ± 1.54%, 12,2 ± 1.5% y 7,8 ± 1.48%, respectivamente. Así, los individuos 

incubados con el sobrenadante filtrado de cultivos de Leucobacter sp. 4J7B1 mostraron 

valores de EC50 de 57,12 ± 2.35%, lo que supuso una reducción del 43% del valor 

observado cuando se incubó con medio de cultivo TSB estéril y el preparado de ‘Agua 

Fresca Estándar’, y en torno a un 80% superior al mostrado ante el sobrenadante filtrado 

de cultivos de las cepas P. putida KT2440, B. cepacia CC-A174, S. proteomaculans 

PADG 3630 y P. aeruginosa PA14. Por otra parte, los individuos incubados con el 

sobrenadante filtrado de cultivos de las cepas Rhodococcus sp, 4J2A2 (24.95 ± 1.39%) y 

A. siccitolerans 4J27 (25.7 ± 1.68%), mostraron valores un 75% inferiores al presentado 

por los individuos expuestos al sobrenadante de los cultivos de las cepas control negativo, 

y en torno al doble mostrado por los individuos incubados con el sobrenadante filtrado de 

cultivos de las cepas control positivo. Por último, los individuos incubados con el 

sobrenadante filtrado de cultivos de las cepas Microbacterium sp. 3J1 (14.01 ± 1.34%) y 

A. koreensis 5J12A (12.5 ± 1.57%) mostraron valores un 85% inferiores al presentado 

por los individuos expuestos a los sobrenadantes de los cultivos de las condiciones control 

negativo, mientras que no mostraron diferencia significativa respecto a los valores 

presentados por los individuos de D. magna expuestos a los sobrenadantes de los cultivos 

de las cepas control positivo (figura 74). 
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Figura 74. EC50 sobre Daphnia magna obtenido en ensayo de DaphToxKit® para 

los diferentes sobrenadantes empleados en el ensayo. En el gráfico se muestra el 

porcentaje requerido de cada sobrenadante filtrado de los cultivos bacterianos para 

alcanzar un efecto de reducción de movilidad del 50% en Daphnia magna. Los que 

superan el 100% o se encuentran cercanos se consideran inocuos. Se indica con un 

asterisco (*) el valor de EC50 de los sobrenadantes filtrados de cultivos de las cepas 

xerotolerantes ensayadas que mostraron diferencia significativa sobre los valores 

obtenidos por los sobrenadantes filtrados de cultivos de las cepas control positivo. 

 

 

1.7. Ensayo de patogenicidad con ratones de laboratorio (Mus musculus CD1) 

El modelo animal más estudiado y empleado para el estudio de enfermedades del ser 

humano es el ratón de laboratorio, Mus musculus (Bedell et al., 1997, Peters et al., 2007). 

La similitud anatómica y funcional de estos organismos ha permitido un gran avance en 

medicina y farmacología aplicada a seres humanos. Además, también sirve como modelo 

para el estudio de organismos vertebrados, uno de los últimos eslabones del ecosistema 

que se puede ver influenciado por la introducción de inoculantes en el mismo. Dadas las 

políticas actuales de reducción de ensayos con vertebrados, decidimos validar los ensayos 

previos con un estudio con ratones para justificar el uso de los primeros en sustitución de 

este último tipo. Este ensayo se enfocó como una prueba para valorar en conjunto el resto 

de los ensayos descritos y establecer un patrón para los mismos tanto a nivel de seguridad 

ambiental como de salud humana. Para este ensayo se utilizaron las células de cultivos en 

fase exponencial de las cepas xerotolerantes. Una vez centrifugadas y lavadas, se 

resuspendieron en una solución de agua de peptona 0,1% a una concentración de 108-109 
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UFC/ml para su inoculación intraperitoneal, tal y como se describe en el apartado .6 de 

Materiales y Métodos. Como control negativo se tomaron inóculos de P. putida KT2440 

como BPCP reconocida como cepa GRAS (generalmente reconocida como segura o 

Generally Recognised As Safe, por sus siglas en inglés) sobre ratones (Loiseau-Marolleau 

& Malarre, 1977, Wang et al., 2014), así como agua de peptona 0.1% libre de bacterias. 

Por otra parte, como controles positivos de patogenicidad sobre estos organismos se 

inocularon células de B. cepacia CC-A174 y S. proteamaculans PADG 3630 que también 

son BPCP, así como de la cepa P. aeruginosa PA14, ampliamente usada en este tipo de 

ensayos. 

El peso alcanzado por los ratones inoculados con  la cepa P. putida KT2440, así como 

con peptona 0,1%, fue de 26,2-26,5 g al final del ensayo, no mostrando diferencia 

significativa entre ambas condiciones. Por otra parte, el peso de los ratones expuestos a 

las cepas B. cepacia CC-A174, S. proteamaculans PADG 3630 y P. aeruginosa PA14, 

fue aproximadamente de 24 g al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa 

entre condiciones. El peso de los ratones inoculados con la cepa Rhodococcus sp. 4J2A2 

fue de casi 29 g, siendo un 8% superiores a los observados en los ratones expuestos las 

condiciones control negativo, y más de un 15 % superiores a los mostrados por los ratones 

expuestos a las cepas control positivo B. cepacia CC-A174, S. proteamaculans PADG 

3630 y P. aeruginosa PA14. El peso de los ratones inoculados con las cepas 

Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 5J12A, Leucobacter sp. 4J7B1 y A. siccitolerans 

4J27 fue de 25,6-26,5 g, no mostraron diferencia significativa respecto a los ratones 

inoculados con las condiciones control negativo. Sin embargo, sus valores fueron entre 

un 10 y un 15% superiores a los mostrados por los ratones expuestos a las cepas control 

positivo (75). 

 



Capítulo III – Bioseguridad de las cepas xerotolerantes 

 

204 
 

 

Figura 75. Peso de ratones (Mus musculus CD1) inoculados. En el gráfico se muestra 

el peso (g) alcanzado por los ratones en ensayo inicialmente (columnas en blanco), a 

los 7 días (columnas en gris claro) y a final del ensayo, a los 15 días (columnas gris 

oscuro) para cada condición ensayada. Se indica con un asterisco (*) las cepas 

xerotolerantes ensayadas que muestran diferencia significativa sobre los controles 

positivos y con dos asteriscos (**), aquellas cepas xerotolerantes ensayadas que, 

además, muestran diferencia significativa con los controles negativos. 

 

Dada la variedad en el peso inicial de los ratones, decidimos representar el incremento de 

peso desde el inicio del ensayo. El incremento de peso de los ratones inoculados con la 

cepa P. putida KT2440, así como con peptona 0,1%, alcanzó unos valores en torno a 2,9 

y 2 g, respectivamente, al final del ensayo, no mostrando diferencia significativa entre 

ambas condiciones. Por su parte, el incremento de peso de los ratones inoculados con las 

cepas B. cepacia CC-A174, S. proteamaculans PADG 3630 y P. aeruginosa PA14, 

mostró valores de en torno a 0,5-1 g al final del ensayo, no mostrando diferencia 

significativa entre condiciones. El incremento de peso de los ratones inoculados con las 

cepas Rhodococcus sp. 4J2A2 y Leucobacter sp. 4J7B1 fue el mayor registrado al final 

del ensayo (4,35 y 5,05 g, respectivamente), siendo en torno a 2 veces superior respecto 

a los ratones inoculados  la cepa P. putida KT2440, así como con peptona 0,1%, y de más 

de 6 veces superiores respecto a los ratones inoculados con las cepas control positivo. Por 

otra parte, el incremento de peso de los ratones inoculados con la cepa A. siccitolerans 

4J27 (2,55 g) no mostró diferencia significativa respecto a los inoculados con la cepa P. 

putida KT2440, llegando a ser dicha diferencia del 20% superior respecto a los valores 
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alcanzados por los ratones inoculados con peptona 0,1% y de casi 4 veces superior 

respecto a incremento de peso alcanzado por los ratones inoculados con las cepas control 

positivo. Por último, el incremento de peso de los ratones inoculados con las cepas 

Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis sp. 5J12A fue de en torno a 2 g, no mostrando 

diferencia significativa respecto al observado en los ratones inoculados con peptona 

0,1%. Sin embargo, fue un 30% inferior respecto a los valores mostrados por ratones 

inoculados con P. putida  KT2440. Además, sus valores fueron casi 3 veces superiores 

respecto a los alcanzados por los ratones inoculados con las cepas control positivo (figura 

76). 

 

 

Figura 76. Incremento de peso en ratones (Mus musculus CD1) inoculados con las 

cepas xerotolerantes. En el gráfico se muestra el peso (g) que incrementan los ratones 

en ensayo desde el inicio del mismo hasta los 7 días (columnas en gris claro) y hasta el 

final del ensayo, a los 15 días (columnas gris oscuro) para cada condición ensayada. Se 

indica con un asterisco (*) las cepas xerotolerantes ensayadas que muestran diferencia 

significativa sobre los controles positivos y con dos asteriscos (**), aquellas cepas 

xerotolerantes ensayadas que, además, presentaron diferencia significativa con los 

controles negativos. 

 

Por último, estudiamos el número de ratones que murieron a lo largo del estudio. Todos 

los ratones inoculados con la cepa P. putida KT2440, así como con peptona 0,1%, 

sobrevivieron al final del ensayo. El número de muertes registrado en los ratones 

inoculados con B. cepacia CC-A174, S. proteamaculans PADG 3630 y P. aeruginosa 
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PA14, fue de 3, 4 y 5 respectivamente, lo que supone una mortalidad del 60, 80 y 100% 

al final del ensayo, respectivamente. Ninguno de los ratones inoculado con las cepas 

xerotolerantes murió a lo largo del ensayo (figura 77). 

 

Figura 77. Muertes en ratones (Mus musculus CD1) inoculados con las cepas 

xerotolerantes. En el gráfico se muestra el número de ratones muertos a final del 

ensayo para cada condición ensayada.  

 

1.8. Ensayo de efectos bacterianos sobre plantas de pimiento (Caspicum annuum) 

La adición de un microorganismo al medio ambiente debe representar un claro beneficio 

para la producción de plantas según indica la Regulación No 1107/2009. Además hemos 

de descartar posibles efectos negativos sobre otras plantas y para proteger el ecosistema. 

Como modelo de planta se utilizó el pimiento, Capsicum annuum, en el cual se evaluó el 

efecto de la inoculación de las cepas xerotolerantes a una concentración de 108 UFC/ml, 

tal y como se indica en los apartados 2.5 y 9.7 de Materiales y Métodos. Como control se 

utilizaron plantas sin inocular, mientras que como controles de promoción del crecimiento 

se usaron las cepas promotoras del crecimiento de plantas P. putida KT2440 y B. cepacia 

CC-A174. Por otra parte, se usaron las cepas S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 

102919 y S. proteamaculans PADG 3630, descritas como BPCP, pero con efectos 

perjudiciales descritos en ensayos anteriores. Para este ensayo se registró el PS, CRA y 

longitud del tallo de las plantas inoculadas tal y como se describe en el apartado 5.5 de 

Materiales y Métodos.  
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El peso seco (PS) de las plantas inoculadas con las cepas control positivo P. putida 

KT2440 y B. cepacia CC-A174 fue de 11-13 mg al final del ensayo. Por su parte, el peso 

seco de las plantas inoculadas con S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 102919 y 

S. proteamaculans PADG 3630, así como las plantas no inoculadas, fue de 6,5-7 mg al 

final del ensayo. En el caso de las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 el PS 

fue de 20 mg, lo que supuso un aumento del 40% del peso de las plantas inoculadas con 

las cepas P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174. Respecto a las plantas inoculadas con 

S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 102919 y S. proteamaculans PADG 3630, así 

como las plantas no inoculadas, esta diferencia de PS llegó a ser de casi 6 veces superior. 

El PS de las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A y con Rhodococcus sp. 4J2A2 fue 

de 13-14 mg, con lo que no mostraron diferencia significativa respecto al valor alcanzado 

por las plantas inoculadas con las cepas control positivo P. putida KT2440 y B. cepacia 

CC-A174. Sin embargo, estos valores llegaron a ser algo más del doble de los valores 

alcanzados por las plantas inoculadas con S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 

102919 y S. proteamaculans PADG 3630, así como las plantas no inoculadas. Por último, 

el PS de las plantas inoculadas con Leucobacter sp. 4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 

fue de 6,5-7 mg, no mostrando diferencia significativa respecto al PS de las plantas 

inoculadas con las cepas control S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 102919 y S. 

proteamaculans PADG 3630, así como por las plantas no inoculadas (figura 78). 
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Figura 78. Peso seco (PS) de plantas de pimiento (Capsicum annuum) inoculadas 

con cultivos bacterianos. En el gráfico se muestra el peso (mg) alcanzado por las 

plantas inoculadas con distintas cepas bacterianas en ensayo a los 33 días del inicio del 

mismo. Se indica con un asterisco (*) las cepas xerotolerantes ensayadas que muestran 

diferencia significativa con las condiciones de inoculación con S. marcescens BS 303, 

S. entomophila CIP 102919 y S. proteamaculans PADG 3630, así como son las plantas 

no inoculadas; y con dos asteriscos (**), aquellas cepas xerotolerantes ensayadas que, 

además, muestran diferencia significativa con los controles positivos. 

 

La longitud del tallo de las plantas inoculadas con las cepas control positivo P. putida 

KT2440 y B. cepacia CC-A174 fue de 1,5-1,6 cm al final del ensayo. La longitud del 

tallo de las plantas inoculadas con S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 102919 y 

S. proteamaculans PADG 3630, así como las plantas no inoculadas, fue de 0,6-0,8 cm al 

final del ensayo. Las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 mostraron una 

longitud de tallo de 2,1 cm, lo que supuso un aumento del 25% respecto a la longitud del 

tallo de las plantas inoculadas con las cepas P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174. 

Respecto a las plantas inoculadas con S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 102919 

y S. proteamaculans PADG 3630, así como las plantas no inoculadas, su tallo fue 3 veces 

más largo. La longitud del tallo de las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A y con 

Rhodococcus sp. 4J2A2 fue de 1,5-1,6 cm, con lo que no mostraron diferencia 

significativa respecto al valor alcanzado por las plantas inoculadas con las cepas P. putida 

KT2440 y B. cepacia CC-A174. Sin embargo, estos valores llegaron a ser algo más del 

doble de los de las plantas inoculadas con S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 

102919 y S. proteamaculans PADG 3630, así como las plantas no inoculadas. Por último, 
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las plantas inoculadas con Leucobacter sp. 4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 presentaron 

una longitud de tallo de 0,5-0,6 cm, no mostrando diferencia significativa respecto a los 

valores alcanzados por las plantas inoculadas con S. marcescens BS 303, S. entomophila 

CIP 102919 y S. proteamaculans PADG 3630, así como por las plantas no inoculadas 

(figura 79). 

 

 

Figura 79. Altura de tallo al final el ensayo de plantas de pimiento (Capsicum 

annuum) inoculadas con cultivos bacterianos. En el gráfico se muestra la altura del 

tallo (cm) alcanzada por las plantas inoculadas con distintas cepas bacterianas en ensayo 

a los 33 días del mismo. Se indica con un asterisco (*) las cepas xerotolerantes 

ensayadas que muestran diferencia significativa con las condiciones de inoculación con 

S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 102919 y S. proteamaculans PADG 3630, 

así como son las plantas no inoculadas. 

 

El último aspecto que se evaluó fue el contenido relativo de agua en la planta (CRA). El 

CRA de las plantas inoculadas con las cepas control positivo P. putida KT2440 y B. 

cepacia CC-A174 fue de 0,94-0,95 al final del ensayo. El CRA de las plantas inoculadas 

con S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 102919 y S. proteamaculans PADG 3630, 

así como las plantas no inoculadas fue 0,81-0,84 al final del ensayo. El CRA de las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp.  3J1, con A. koreensis 5J12A y con Rhodococcus sp. 

4J2A2, fue de 1; 0,98 y 0,96, respectivamente, no mostrando diferencia significativa 
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respecto al valor alcanzado por las plantas inoculadas con las cepas control positivo P. 

putida KT2440 y B. cepacia CC-A174. Por otra parte, mostraron una diferencia 

significativa de un 15% superior respecto a los valores de CRA de las plantas inoculadas 

con S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 102919 y S. proteamaculans PADG 3630, 

así como las plantas no inoculadas, esta diferencia llegó a ser de 3 veces superior. El CRA 

de las plantas inoculadas con Leucobacter sp. 4J7B1 y con A. siccitolerans 4J27 fue de 

0,85-0,86 cm, no mostrando diferencia significativa respecto a los valores alcanzados por 

las plantas inoculadas con las cepas control S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 

102919 y S. proteamaculans PADG 3630, así como por las plantas no inoculadas (figura 

80). 

 

 

Figura 80. Contenido relativo de agua (CRA) alcanzado a punto final el ensayo 

por plantas de pimiento (Capsicum annuum) inoculadas con cultivos bacterianos. 

En el gráfico se muestra CRA alcanzada por las plantas inoculadas con distintas cepas 

bacterianas en ensayo a los 33 días del mismo. Se indica con un asterisco (*) las cepas 

xerotolerantes ensayadas que muestran diferencia significativa con las condiciones de 

inoculación con S. marcescens BS 303, S. entomophila CIP 102919 y S. 

proteamaculans PADG 3630, así como son las plantas no inoculadas. 
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2. Índice de seguridad ambiental y humana (ISAH) 

Para integrar los resultados de la batería de pruebas propuestas en un solo valor se utilizó 

el método Delphi. El objetivo final fue desarrollar una serie de valores que indicasen si 

una cepa candidata a BPCP es segura para la salud humana y el medio ambiente. Esta 

escala de valoración la denominamos como índice de seguridad ambiental y humana 

(ISAH), y tiene una escala de 0 a 100 (tabla 9). Los valores más altos indican una mayor 

probabilidad de que la cepa bacteriana de interés sea segura para su liberación al medio 

ambiente (figura 81). El ISAH se basa en tres tipos de parámetros obtenidos de cada 

ensayo: mortalidad (M), reproducción (R) y desarrollo (D) de los organismos modelo. La 

mortalidad es el factor principal que se utiliza para determinar la patogenicidad de una 

cepa bacteriana. Sin embargo, alteraciones en el nivel de reproducción también pueden 

afectar a las futuras poblaciones del organismo en cuestión. Por otra parte, los parámetros 

de desarrollo del organismo proporcionan información sobre su capacidad para cumplir 

con su función en el medio ambiente. En base a investigaciones anteriores asignamos un 

peso específico a cada factor según la fórmula ISAH = 0.5xM + 0.3xR + 0.2xD. Como se 

muestra en la tabla 9, la suma máxima posible de los valores de mortalidad (M), la 

reproducción (R) y el desarrollo (D) se realizó para que alcanzase 100; por lo tanto, la 

mayor puntuación posible ISAH sería 100. Los valores por debajo de un cierto punto de 

corte (50 ± 0,5) indican la necesidad de pruebas adicionales de seguridad antes de que el 

candidato pueda ser considerado seguro para su uso como un BPCP.  

Las puntuaciones máximas para los diferentes ensayos fueron ponderadas en función de 

la importancia de cada prueba y su relevancia para con la seguridad humana y ambiental. 

Por ejemplo, la puntuación más alta posible se asignó para el ensayo con C. elegans, 

siendo el parámetro de este ensayo con más carga el de la mortalidad. Esta puntuación 

reflejó la importancia ecológica de estos nematodos como los organismos del suelo y, a 

su vez, como modelo para la patogénesis en los seres humanos. Del mismo modo, la 

importancia de los microorganismos en la formación del suelo y su papel como parte del 

microbioma humano llevó a asignarle una puntuación máxima de 20 cuando la cepa 

candidata a BPCP no tuviese ningún efecto sobre la viabilidad de E. coli MC4100. El 

efecto sobre los artrópodos beneficiosos se valoró con un máximo de 15 en ausencia de 

mortalidad en ensayos con C. carnea y A. bipunctata después de la adición de las 

bacterias. Por su parte, la puntuación máxima por el efecto de la BPCP en fauna acuática 

fue de 15, si no se observa efecto sobre la EC50 de D. magna. En general, aunque las 
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bacterias pueden alterar el peso, el tamaño y la fertilidad de E. foetida, no suele afectar a 

la mortalidad a causa de las fuertes defensas celulares y humorales del anélido, a pesar de 

que este organismo se alimenta de bacterias y que ocupan su fluido celómico. En 

consecuencia, la patogenicidad de la cepa bacteriana no siempre refleja la mortalidad 

causada; por lo tanto, la contribución de este ensayo para la puntuación ISAH fue más 

baja. Para establecer el peso relativo y los valores máximos de los parámetros de 

mortalidad, reproducción y desarrollo de otros organismos se utilizó un razonamiento 

análogo. 

La puntuación para el parámetro de desarrollo (D) se basó en los datos obtenidos de 

longitud y peso para los ensayos con C. carnea, A. bipunctata y E. foetida, el valor de 

EC50 obtenido en la prueba de Microtox®, y en los valores de peso seco y contenido 

relativo de agua (CRA) en los ensayos con planta modelo (C. annuum). Nuestra propuesta 

consistió en dar una puntuación máxima de 20 para este parámetro. 5 para un incremento 

o ausencia de cambios sobre la longitud de la planta, 10 para un aumento de peso de la 

planta, y 5 para un aumento o ausencia de cambios en cuanto al CRA tras la exposición 

de la misma a la cepa candidata a BPCP. Para calcular el valor del parámetro de 

reproducción (R), se utilizó el número de huevos, juveniles y adultos contabilizado en el 

ensayo con C. elegans y el número de ootecas y neonatos detectados en el ensayo con E. 

foetida. Si la diferencia en comparación con las puntuaciones de control negativo (es 

decir, la puntuación máxima) fuese muy pequeña, y se encontrase dentro del primer 

cuartil de efecto, Q1 (0% a 24%), la puntuación final se modificaría multiplicando por 

1,0. Por ejemplo, si la mortalidad de C. elegans es la misma comparando la cepa candidata 

a BPCP y el control negativo (la cepa no patógena E. coli OP50), o si la diferencia no es 

mayor que 24%, entonces la puntuación asignada de 25 se multiplica por 1,0, 

manteniendo el total de la puntuación potencial para dicho parámetro. Si la diferencia en 

comparación con el control negativo fuese más baja y se encontrase dentro del segundo 

cuartil, Q2 (25% a 49%), entonces la puntuación se multiplicaría por 0,75. Si la diferencia 

fuese moderada y se encontrase dentro del tercer cuartil de efecto, Q3 (50% a 74%), la 

puntuación se multiplicaría por 0,5. Si en cambio la diferencia fuese mayor y estuviese 

comprendida en el cuarto cuartil, Q4 (75% a 95%), la puntuación se multiplicaría por 0,25. 

Por último, si el efecto es significativamente inferior (entre el 0% y 4%) de la cepa 

candidata a BPCP frente al 100% con el control negativo, el resultado se multiplicaría por 

0,0. 
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Tabla 9. Puntuación máxima y organización de categorías y parámetros 

integrados en el cálculo de ISAH. Se muestran los distintos ensayos junto a los 

parámetros analizados en las mismas para constituir el ISAH. Cada parámetro se 

organiza por categorías y se indica la puntuación máxima que podría alcanzar. 

 

Para validar este sistema de puntuación se calculó el ISAH de las cepas P. putida KT2440 

y B. cepacia CC-A174 como cepas patrón anteriormente estudiadas a todos los niveles 

del índice. De igual modo se compararon los valores obtenidos con los resultados de 

ensayos en ratones de laboratorio CD1 (M. musculus). Para evaluar el potencial del ISAH 

como mecanismo para reducir el número de animales vertebrados necesarios para pruebas 

ISAH  

Puntuación 

Bioensayo Parámetro Categoría 

Sensibilidad con E. coli MC4100 UFCs/ml Mortalidad 10 

Ensayo con Microtox® (V. fischeri) EC50 Desarrollo 5 

Ensayo de patogenicidad con C. elegans 

No. Adultos Reproducción 6 

No. Juveniles Reproducción 10,5 

No. Huevos Reproducción 6 

No. Muertos Mortalidad 25 

Bioensayo con C. carnea 

Longitud Desarrollo 1 

Peso Desarrollo 2 

No. Muertos Mortalidad 3.75 

Bioensayo con A. bipucntata 

Longitud Desarrollo 1 

Peso Desarrollo 2 

No. Muertos Mortalidad 3.75 

Ensato de ecotoxicidad con E. foetida 

Longitud Desarrollo 2 

Peso Desarrollo 3 

No. Juveniles Reproducción 4.5 

No. Ootecas Reproducción 3 

Ensayo con DaphtoxKit® (D. magna) EC50 Mortalidad 7.5 

Ensayo de efectos bacterianos en planta (C. annuum) 

Peso seco Desarrollo 1 

Tallo Desarrollo 2 

CRA Desarrollo 1 

Puntuación Máxima 100 
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de seguridad, se compararon estos datos en términos de supervivencia, aumento de peso 

y el crecimiento en ratones de laboratorio CD1. La puntuación obtenida por estos patrones 

en ISAH fue de 93.375 (inocua) para P. putida KT2440 y de 49 (límite de seguridad) para 

B. cepacia CC-A174 (tabla 10A); a su vez, se observó una alta correlación con los 

resultados obtenidos en las pruebas con ratones (100 y 48.75 respectivamente) (tabla 

10B). Estudios llevados a cabo con otras ocho cepas BPCP (Serratia marcescens CTC 

10211, Serratia entomophila CIP 102919, Serratia proteamaculans PADG 3630, 

Pseudomonas aeruginosa PA14, Pseudomonas fluorescens IABPF05, Azotobacter 

vinelandii IABAV02, Rhizobium legominosarum IABRL05 y Bacillus subtilis IABBS05) 

dieron un grado similar de correlación entre las puntuaciones ISAH y los resultados de 

los ensayos con animales (datos no mostrados). En base al cálculo de ISAH para, P. 

putida KT2440 la consideraríamos como BPCP segura. Por otra parte, la cepa B. cepacia 

CC-A174 requería de pruebas adicionales y se consideró fuera del límite de seguridad.  

En cuanto a las cepas Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 5J12A, Rhodococcus sp.  

4J2A2,  Leucobacter sp. 4J7B1 y A. siccitolerans 4J27 mostraron valores de 90,875, 

92,125, 93,375, 97,125 y 90,625 para el índice de seguridad ambiental y humana 

propuesto. De este modo, como podemos ver en la tabla 10, todas las cepas estudiadas 

presentaron un ISAH por encima de 90, es decir, superior al ISAH de P. putida KT2440. 

Esto indica que todas presentaron un efecto bajo tanto para el medio ambiente como para 

la salud humana. Concretamente, las cepas Rhodococcus sp. 4J2A2 (93.375) y 

Leucobacter sp. 4J7B1 (97.125) presentaron valores igual y superior respectivamente a 

los obtenidos por la cepa de referencia P. putida KT2440. Las cepas A. siccitolerans 4J27 

(90.625), Microbacterium sp. 3J1 (90.875) y A. koreensis 5J12A (92.125) mostraron 

valores ligeramente inferiores, con algo menos de 3 puntos de ISAH por debajo. Para 

analizar si podíamos aplicar el cálculo de ISAH a otros microorganismos candidatos a 

PGPB, la empresa IAB dedicada a la comercialización de microorganismos promotores 

del crecimiento de plantas nos facilitó las cepas Pseudomonas fluorescens IABPF05, 

Azotobacter vinelandii IABAV02, Rhizobium legominosarum IABRL05 y Bacillus 

subtilis IABBS05 para su estudio. El resultado de dicho análisis nos indicó que P. 

fluorescens IABPF05 presentó un valor ISAH de 57,43, A. vinelandii IABAV02 presentó 

un valor ISAH de 58,5, R. legominosarum IABRL05 presentó un valor ISAH de 72,875, 

y Bacillus subtilis IABBS05 presentó un valor ISAH de 59,25, donde el valor alcanzado 

en cada bioensayo se muestra en la tabla 10A. 
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Índice de seguridad ambiental y humana (ISAH) 

Bioensayo 3J1 5J12A 4J2A2 4J7B1 4J27 
P. putida 

KT2440 

B. cepacia 

CC-A174 

S. marcescens  
BS 303 

S. entomophila 

CIP 102919 

S. proteamaculans  
PADG 3630 

P. aeruginosa 

PA14 

P. fluorescens 

IABPF05 

A. vinelandii 

IABAV02 

R. legominosarum 

IABRL05 

B. subtilis 

IABBS05 

Sensibilidad con 

E. coli MC4100 
10 10 10 10 10 10 5 5 5 5 2,5 10 10 10 10 

Ensayo con 
Microtox®         

(V. fischeri) 

2,5 3,75 5 5 1,25 5 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 2.5 2.5 2.5 2.5 

Ensayo de 

patogenicidad con 
C. elegans 

47,5 47,5 47,5 47,5 47,5 47,5 11,875 5,625 5,625 5,625 5,625 17.5 17.5 27.625 17.5 

Bioensayo con   
C. carnea 

6,75 6,75 6,75 6,75 6,75 6,75 6,75 2,25 2,5 2 2 8.8125 5.0625 6.75 5.8125 

Bioensayo con   
A. bipucntata 

6,75 6,75 6,75 6,75 6,75 6,75 6,75 0,75 0,75 0,75 0,75 3.625 4.3125 6.5 5.0625 

Ensayo de 
ecotoxicidad con  

E. foetida 

12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 10,625 10,625 9,5 9,5 10.25 10.625 11.75 10.625 

Ensayo con 

DaphtoxKit®    
(D. magna) 

1,875 1,875 1,875 5,625 1,875 1,875 1,875 1,875 1,875 1,875 1,875 3.75 3.75 3.75 3.75 

Ensayo de efectos 
bacterianos en 

planta                 

(C. annuum) 

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

Resultado Final 90,875 92,125 93,375 97,125 90,625 93,375 49 30,625 30,625 29 26,25 57,4375 58,5 72,875 59,25 

A 
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Tabla 10. Índice de Seguridad Ambiental y Humana (ISAH). En la tabla A se muestra el resultado obtenido por cada cepa en los correspondientes ensayos 

realizados para determinar la seguridad de la misma (con la ponderación de cada ensayo ya aplicada), así como el valor final de ISAH correspondiente. Se incluyen 

también los resultados de las cepas de referencia P. putida KT2440, B. cepacia CC-A174, S. marcescens CTC 10211, S. entomophila CIP 102919, S. proteamaculans 

NCTN 394, P. aeruginosa PA14, P. fluorescens IABRL05, Azotobacter vinelandii IABAV02, Rhizobium legominosarum IABRL05 y Bacillus subtilis IABBS05. 

También se muestran los resultados obtenidos por las cepas xerotolerantes junto con P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174 para el bioensayo de patogenicidad 

sobre ratones de laboratorio (B). 

  

Índice Patogenicidad en Ratones 

Bioensayo Parámetro 3J1 5J12A 4J2A2 4J7B1 4J27 

P. putida 

KT2440 

B. cepacia 

CC-A174 

Bioensayo con ratones CD1  

(Mus musculus)  

Peso final 15 15 15 15 15 15 15 

Peso 

ganado 
35 35 35 35 35 35 8,75 

No. 

Muertos 
50 50 50 50 50 50 25 

Resultado Final 100 100 100 100 100 100 48,75 

B 
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En conclusión y al compararlas con otras cepas empleadas como BPCP, podemos indicar 

que todas las cepas xerotolerantes se encuentran dentro del rango ‘ISAH Seguro’, muy 

cercanos a la cepa de referencia P. putida KT2440 (figura 81). 

 

 

Figura 81. Índice de Seguridad Ambiental y Humana (ISAH) para cepas usadas 

como BPCP. Se muestran los distintos rangos propuestos según la puntuación obtenida. 

Los cambios de coloración redefinen en función del valor obtenido por las cepas 

‘referencia’ P. putida KT2440 y B. cepacia CC-A174, marcándose en rojo la zona de 

peligro, en amarillo el límite o zona de transición, y en verde la zona de valores seguros 

para el medio ambiente y la salud humana. 
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Tras comprobar que las cepas estudiadas mostraron unos niveles de bioseguridad altos, 

se decidió llevar a cabo ensayos de invernadero y campo. Como planta modelo, se empleó 

el maíz (Zea mays) al tratarse de una de las especies ensayada con buenos resultados, tal 

y como se refleja en el Capítulo 1 de este mismo trabajo, y por tratarse tanto de una planta 

con interés agrícola como bioenergético. Se decidieron emplear las cepas xerotolerantes 

con mejores resultados en laboratorio para comprobar la efectividad como inoculante en 

las etapas de ensayo mencionadas. El formato de inoculación empleado fue el de cápsula 

plástica sobre semillas tanto para los ensayos de invernadero como para la siembra en 

campo. 

 

1. Ensayos en invernadero 

Inicialmente se llevaron a cabo ensayos de inoculación en formato de cápsula sobre 

plantas de maíz. Estos estudios se llevaron a cabo entre los meses de marzo y junio del 

año 2012. Se emplearon tiestos de 5 L rellenos con mezcla de sustrato vegetal y sustrato 

natural arcilloso 1:2 (v/v), sobre los que se incorporó un sistema de riego por goteo 

programado para controlar las condiciones hídricas de cada ensayo. Tanto en los ensayos 

con riego como en los de sequía, se mantuvo la humedad del suelo por encima del 70% 

hasta una semana después de que germinaran las semillas (periodo de adaptación 

posterior a la germinación). A partir de este momento, cada ensayo siguió un programa 

de riego específico para las condiciones a ensayar. Las semillas fueron recubiertas 

empleando cápsulas de poliestireno disueltas con cloroformo y en las que se mezclaron 

las células de las cepas como producto de liofilizado con trehalosa 10% (p/v) hasta 

alcanzar una proporción de 108-109 UCF/ml, siguiendo las indicaciones de la técnica 

descrita por Manzanera y colaboradores en 2004 (Manzanera et al., 2004). 

 

1.1. Promoción de crecimiento de plantas por acción bacteriana 

Para estudiar la promoción del crecimiento de plantas de maíz en invernadero se 

seleccionaron las cepas Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis  5J12A y se empleó el 

método descrito en la sección 5 de Materiales y Métodos. Como control se utilizaron 

plantas inoculadas con Pseudomonas putida KT2440 por su capacidad para promover el 

crecimiento de plantas y por su sensibilidad frente a la falta de agua. De manera adicional, 

se utilizaron plantas sin inóculo, empleando semillas encapsuladas libres de células.  
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Se analizaron al menos 20 plantas para registrar el peso fresco (PF), peso seco (PS), peso 

totalmente túrgido (PTT) y contenido relativo de agua (CRA) descritos según se indica 

en el apartado 5.5 de la sección de Materiales y Métodos a los 15, 30, 45 y 60 días tras el 

periodo de adaptación posterior a la germinación. 

Las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis 5J12A mostraron un 

tamaño ligeramente mayor al de las plantas no inoculadas y al de las inoculadas con P. 

putida KT2440, sin llegar a mostrar grandes diferencias con dichas condiciones en los 

parámetros estudiados. El aspecto físico de las plantas estudiadas puede observarse en la 

figura 82.  

         
 

Figura 82. Estado a los 60 días de las plantas inoculadas e incubadas en 

condiciones de riego. Se muestran las plantas de maíz inoculadas con las cepas 

Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 5J12A y P. putida KT2440, así como las plantas 

sin inocular al día 60 en condiciones de riego. 

 

 

El valor de la humedad de los maceteros se mantuvo constante a lo largo del proceso, con 

un margen de variación máximo del 5% entre las condiciones ensayadas. La humedad 

mínima registrada fue de en torno al 70% en el día 28 y en los días 56 y 60 de muestreo  

(figura 83). 
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Figura 83. Humedad registrada en los maceteros bajo riego periódico. En 

ordenadas de muestran el porcentaje de humedad (%H). En abscisas se indican los 

tiempos de muestreo. Los círculos verdes se corresponden con plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1; los cuadrados rojos, con plantas inoculadas con A. koreensis 

5J12A; los triángulos naranjas, con las plantas inoculadas con P. putida KT2440; y los 

rombos grises con plantas no inoculadas. 

 

Se estudió la longitud de las plantas tanto en su parte aérea como radicular, para evaluar 

los efectos beneficiosos sobre el desarrollo de la planta bajo condiciones de riego 

periódico en invernadero. De este modo, para los datos de altura, se tomó como medida 

la longitud en m desde el punto donde se encontraran las primeras raíces, hasta el plano 

horizontal formado por el último par de hojas desarrollado. Mientras que para las raíces 

se tomó como medida la longitud en m desde el punto donde se encontraran las primeras 

raíces, hasta la punta del ápice radical más largo sin forzar el estiramiento del mismo.  

La altura alcanzada al final del ensayo por las plantas no inoculadas, así como por las 

plants inoculadas con P. putida KT2440, fue de 2,5-2,7 m, no mostrando diferencia 

significativa entre ambas condiciones. La altura de las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 llegó a ser de algo más de 3 m, suponiendo un valor en torno a 

un 15% superior al mostrado por las plantas no inoculadas, no mostrando diferencia 

significativa con las plantas inoculadas con P. putida KT2440. Las plantas inoculadas 

con A. koreensis 5J12A, con una altura de 2,86 m, no mostraron diferencia significativa 

en su valor de altura respecto al presentado por las plantas no inoculadas o por las plantas 

inoculadas con P. putida KT2440 (figura 84).  
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Figura 84. Altura del tallo de las plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes 

en condiciones de riego. En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta en m. 

En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia 

al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris claro al día 30, 

el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. Las muestras con asterisco (*) 

indican diferencia significativa con el control sin inóculo. 

 

Por otra parte, la longitud de la raíz al final del ensayo por las plantas no inoculadas, así 

como por las plantas inoculadas con P. putida KT2440, fue de 45-49 cm, no mostrando 

diferencia significativa entre ambas condiciones. La longitud de las raíces de las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 llegó a ser de 54,2 cm, suponiendo un valor en 

torno a un 15% superior al mostrado por las plantas no inoculadas, no mostrando 

diferencia significativa con las plantas inoculadas con P. putida  KT2440. Las plantas 

inoculadas con A. koreensis 5J12A, con una longitud de raíz de 50,5 cm, no mostraron 

diferencia significativa en la longitud de su raíces respecto al presentado por las plantas 

no inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 85).  

 

Figura 85. Longitud de la raíz de las plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de riego. En ordenadas se muestra longitud del tallo de 

la planta en cm. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras 

hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris 

claro al día 30, el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. Las muestras con 

asterisco (*) indican diferencia significativa con el control sin inóculo. 
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El peso fresco (PF) de las plantas no inoculadas, así como por las plantas inoculadas con 

P. putida KT2440, fue de 128-135 g, no mostrando diferencia significativa entre ambas 

condiciones. El PF de las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 llegó a ser de 

casi 146 g, suponiendo un valor poco más de un 10% superior al mostrado por las plantas 

no inoculadas, no mostrando diferencia significativa con las plantas inoculadas con P. 

putida  KT2440. Las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A, con un PF de 137 g,  no 

mostraron diferencia significativa en su valor de PF respecto al presentado por las plantas 

no inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 86).  

 

Figura 86. Peso fresco de las plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes en 

condiciones de riego. En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta en cm. 

En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia 

al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris claro al día 30, 

el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. Las muestras con asterisco (*) 

indican diferencia significativa con el control sin inóculo. 

 

El peso seco (PS) de las plantas no inoculadas, así como por las plantas inoculadas con 

P. putida KT2440, fue de 15-18 g, no mostrando diferencia significativa entre ambas 

condiciones. El PS de las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 llegó a ser de 

casi 24 g, suponiendo un valor de en torno al 20% superior al mostrado por las plantas no 

inoculadas, no mostrando diferencia significativa con las plantas inoculadas con P. putida  

KT2440. Las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A, con un PS de 20 g,  no mostraron 

diferencia significativa en su valor de PS respecto al presentado por las plantas no 

inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 87).  
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Figura 87. Peso seco de plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes en 

condiciones de riego. En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta en g. En 

abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia al 

tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris claro al día 30, el 

gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. Las muestras con asterisco (*) indican 

diferencia significativa con el control sin inóculo. 

 

El peso totalmente túrgido (PTT) de las plantas no inoculadas, así como por las plantas 

inoculadas con P. putida KT2440, fue de 143-153 g, no mostrando diferencia 

significativa entre ambas condiciones. El PTT de las plantas inoculadas tanto con 

Microbacterium sp. 3J1 (155 g) como con A. koreensis 5J12A (152 g), no mostró 

diferencia significativa con respecto al presentado por las plantas no inoculadas o por las 

plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 88).  

 

 

Figura 88. Peso totalmente túrgido de plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de riego. En ordenadas se muestra longitud del tallo de 

la planta en g. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras 

hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris 

claro al día 30, el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. 
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Respecto a los valores de CRA, que indican el estado hídrico de la planta respecto al 

mejor estado posible o al estado hídrico ideal de la misma, en general se observa que estos 

valores de las plantas se mantuvieron estables o con un ligero aumento al final del ensayo. 

El CRA de las plantas no inoculadas, así como por las plantas inoculadas con P. putida 

KT2440, fue de 0,86-0,89, no mostrando diferencia significativa entre ambas 

condiciones. El CRA de las plantas inoculadas tanto con Microbacterium sp. 3J1 (0,93) 

como con A. koreensis 5J12A (0,89), no mostró diferencia significativa con respecto al 

presentado por las plantas no inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida 

KT2440 (figura 89).  

 

 

Figura 89. Contenido relativo de agua en plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de riego. En ordenadas de muestran los valores 

adimensionales del CRA. En abscisas se indican los tiempos de muestreo. Los círculos 

verdes se corresponden con plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1; los 

cuadrados rojos, con plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A; los triángulos naranjas, 

con las plantas inoculadas con P. putida KT2440; y los rombos grises con plantas no 

inoculadas. 

 

1.2. Xeroprotección de plantas de pimiento por acción bacteriana 

Tras estudiar la promoción del crecimiento de las plantas por parte de los 

microorganismos en invernadero, se estudió la efectividad de las cepas para proteger a 

las plantas de maíz contra la sequía en condiciones de invernadero. Se seleccionaron las 

cepas Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis  5J12A, y se empleó el método descrito en 

la sección 5 de Materiales y Métodos. Como control se utilizaron plantas inoculadas con 
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P. putida KT2440 por su capacidad para promover el crecimiento de plantas y por su 

sensibilidad frente a la falta de agua. De manera adicional, se utilizaron plantas sin 

inóculo, empleando semillas encapsuladas libres de células.  

Se analizaron al menos 20 plantas para registrar el peso fresco (PF), peso seco (PS), peso 

totalmente túrgido (PTT) y contenido relativo de agua (CRA) descritos según se indica 

en el apartado 5.5 de la sección de Materiales y Métodos en los días 15, 30, 45 y 60 días 

tras el periodo de adaptación posterior a la germinación. Las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis 5J12A mostraron mucha variabilidad entre 

muestras, sin llegar a mostrar grandes diferencias en los parámetros estudiados con las 

plantas no inoculadas y con las inoculadas con P. putida KT2440. El aspecto físico de las 

plantas estudiadas puede observarse en la figura 90.  

 

 

 

Figura 90. Estado a los 60 días de las plantas inoculadass e incubadas en 

condiciones de sequía. Se muestran las plantas de maíz inoculadas con las cepas 

Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 5J12A y P. putida KT2440, así como las plantas 

sin inocular al día 60 en condiciones de sequía. 
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El valor de la humedad de los maceteros fue decreciendo paulatinamente a un ritmo de 

un 3-5% por semana, salvo en la primera y última semana, donde llegó al 7%. El valor 

mínimo registrado fue de en torno al 30% el último día de muestreo. descenso total fue 

de entre el 50-60%. No hubo diferencia significativa en la périda de humedad entre las 

condiciones ensayadas (figura 91). 

 

Figura 91. Humedad registrada en los maceteros en condiciones de sequía. En 

ordenadas de muestran el porcentaje de humedad (%H). En abscisas se indican los 

tiempos de muestreo. Los círculos verdes se corresponden con plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1; los cuadrados rojos, con plantas inoculadas con A. koreensis 

5J12A; los triángulos naranjas, con las plantas inoculadas con P. putida KT2440; y los 

rombos grises con plantas no inoculadas. 

 

 

El peso fresco (PF) de las plantas no inoculadas, así como por las plantas inoculadas con 

P. putida KT2440, fue de 55 g, no mostrando diferencia significativa entre ambas 

condiciones. El PF de las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 llegó a ser de 

casi 70 g, suponiendo un incremento de un 20% respecto a las plantas no inoculadas, así 

como a las inoculadas con las plantas inoculadas con P. putida  KT2440. Las plantas 

inoculadas con A. koreensis 5J12A, con un PF de 60 g,  no mostraron diferencia 

significativa en su valor de PF respecto al presentado por las plantas no inoculadas o por 

las plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 92).  
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Figura 92. Peso fresco de las plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes en 

condiciones de sequía. En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta en g. En 

abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia al 

tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris claro al día 30, el 

gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. Las muestras con asterisco (*) indican 

diferencia significativa con el control sin inóculo. 

 

El peso seco (PS) de las plantas no inoculadas, así como por las plantas inoculadas con 

P. putida KT2440, fue de 9-10 g, no mostrando diferencia significativa entre ambas 

condiciones. El PS de las plantas inoculadas tanto con Microbacterium sp. 3J1 como con 

A. koreensis 5J12A llegó a ser de 12-13 g, suponiendo un aumento significativo del 25% 

respecto al mostrado por las plantas no inoculadas y por las inoculadas con P. putida  

KT2440 (figura 93).  

 

Figura 93. Peso seco de plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes en 

condiciones de sequía. En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta en g. En 

abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia al 

tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris claro al día 30, el 

gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. Las muestras con asterisco (*) indican 

diferencia significativa con el control sin inóculo. 
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El peso totalmente túrgido (PTT) de las plantas no inoculadas, así como por las plantas 

inoculadas con P. putida KT2440, fue de 87-92 g, no mostrando diferencia significativa 

entre ambas condiciones. El PTT de las plantas inoculadas tanto con Microbacterium sp. 

3J1 (94 g) como con A. koreensis 5J12A (93 g), no mostró diferencia significativa con 

respecto al presentado por las plantas no inoculadas o por las plantas inoculadas con P. 

putida KT2440 (figura 94).  

 

 

Figura 94. Peso totalmente túrgido de plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de sequía. En ordenadas se muestra longitud del tallo 

de la planta en g. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras 

hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris 

claro al día 30, el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. 

 

 

Respecto los valores de CRA, en general se observa que las mayores reducciones se dan 

entre los muestreos de 14 y 30 días, así como entre los muestreos de 45 y 60 días. El CRA 

de las plantas no inoculadas, así como por las plantas inoculadas con P. putida KT2440, 

fue de 0,55-0,57, no mostrando diferencia significativa entre ambas condiciones. El CRA 

de las plantas inoculadas tanto con Microbacterium sp. 3J1 (0,63) como con A. koreensis 

5J12A (0,61), no mostró diferencia significativa con respecto al presentado por las plantas 

no inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 95).  
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Figura 95. Contenido relativo de agua en plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de sequía. En ordenadas de muestran los valores 

adimensionales del CRA. En abscisas se indican los tiempos de muestreo. Los círculos 

verdes se corresponden con plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1; los 

cuadrados rojos, con plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A; los triángulos naranjas, 

con las plantas inoculadas con P. putida KT2440; y los rombos grises con plantas no 

inoculadas. 

 

Además del estudio del peso de las plantas, y su contenido hídrico, también estudiamos 

la longitud de las plantas tanto en su parte aérea como radicular, para evaluar posibles 

efectos beneficiosos sobre la planta bajo condiciones de estrés hídrico en invernadero. De 

este modo, para los datos de altura, se tomó como medida la longitud en m desde el punto 

donde se encontraran las primeras raíces, hasta el plano horizontal formado por el último 

par de hojas desarrollado. Mientras que para las raíces se tomó como medida la longitud 

en cm desde el punto donde se encontraran las primeras raíces, hasta la punta del ápice 

radical más largo sin forzar el estiramiento del mismo.  

Así, el valor de la altura alcanzada al final del ensayo por las plantas no inoculadas, así 

como por las plantas inoculadas con P. putida KT2440, fue de 1,6-1,65 m, no mostrando 

diferencia significativa entre ambas condiciones. La altura de las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 llegó a ser de algo más de 2,10 m, suponiendo un valor en torno 

a un 20% superior al mostrado por las plantas no inoculadas, así como a las plantas 

inoculadas con P. putida  KT2440. Las plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A, con 

una altura de 1,90 m, lo que supuso un valor casi un 15% superior al presentado por las 

plantas plantas no inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 

96).  
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Figura 96. Altura del tallo de las plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes 

en condiciones de sequía. En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta en 

m. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen 

referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris claro 

al día 30, el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. Las muestras con asterisco 

(*) indican diferencia significativa con el control sin inóculo. 

 

Por otra parte, la longitud de la raíz al final del ensayo por las plantas no inoculadas, así 

como por las plantas inoculadas con P. putida KT2440, fue de 27-28 cm, no mostrando 

diferencia significativa entre ambas condiciones. La longitud de las raíces de las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 llegó a ser de algo más de 39 cm, suponiendo un 

aumento del 30% respecto al mostrado por las plantas no inoculadas, así como a las 

plantas inoculadas con P. putida  KT2440. Las plantas inoculadas con A. koreensis 

5J12A, con una longitud de raíz de 33 cm, mostraron diferencia significativa de un 15% 

en la longitud de su raíces respecto al presentado por las plantas no inoculadas o por las 

plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 97).  

 

Figura 97. Longitud de la raíz de las plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de sequía. En ordenadas se muestra longitud del tallo 

de la planta en cm. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las 

barras hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, 

el gris claro al día 30, el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. Las muestras 

con asterisco (*) indican diferencia significativa con el control sin inóculo. 
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2. Ensayos de campo 

Tras los primeros ensayos de invernadero, se decidió llevar la experiencia de este ensayo 

a escala de campo para comprobar el nivel de efecto que se mantenía en dichas 

condiciones. Estos estudios se llevaron a cabo en entre los meses de marzo y junio de los 

años 2011, 2012 y 2013 en emplazamientos de la Vega de Granada (Ganada) y la Vega 

del río Guadalhorce-Arroyo de los Castillones (Antequera, Málaga), con suelos arcilloso-

limosos (figura 98).  

 

 

Figura 98. Vista aérea de las zonas de siembra en campo. Se muestran las zonas de 

siembra en la Vega de Granada (A) y la Vega del río Guadalhorce (B) donde se llevaron 

a cabo los ensayos de campo.  

 

La distribución de la siembra  se llevó a cabo en cuadrado latinos tal y como se muestra 

en la figura 99. El control de los riegos se llevó a cabo mediante canalización abierta y 

por sistema de riego por ‘pivots’. Tanto en los ensayos con riego como en los de sequía, 

se emplearon riegos cada 24-48 horas para mantener por la humedad del suelo por encima 

del 70% hasta una semana después de germinar las semillas. A partir de este momento, 
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cada ensayo siguió las pautas de riego requeridas para las condiciones a ensayar. Las 

semillas fueron recubiertas empleando cápsulas de poliestireno disueltas con cloroformo 

y en las que se mezclaron las células de las cepas como producto de liofilizado con 

trehalosa 10% (p/v) hasta alcanzar una proporción de 108-109 UCF/ml, siguiendo las 

indicaciones de la técnica descrita por Manzanera y colaboradores en 2004 (Manzanera 

y col. 2004). 

 

Figura 99. Distribución de la siembra en campo. Se muestra la distribución en 

cuadrados latinos empleada para la siembra en campo. Los cuadrados verdes 

corresponden a las semillas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1; los rojos, con las 

inoculadas con A. koreensis 5J12A; los marrones, con las inoculadas con P. putida 

KT2440; y los grises, con las semillas no inoculadas 

 

2.1. Promoción de crecimiento de plantas por acción bacteriana 

Para estudiar la promoción del crecimiento de plantas de maíz en campo se seleccionaron 

las cepas Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis  5J12A y se empleó el método descrito 

en la sección 5 de Materiales y Métodos. Como control se utilizaron plantas inoculadas 

con P. putida KT2440 por su capacidad para promover el crecimiento de plantas y por su 

sensibilidad frente a la falta de agua. De manera adicional, se utilizaron plantas sin 

inóculo, empleando semillas encapsuladas libres de células. Se muestrearon al menos 20 

plantas para registrar el peso fresco (PF), peso seco (PS), peso totalmente túrgido (PTT) 

y contenido relativo de agua (CRA) descritos según se indica en el apartado 5.5 de la 

sección de Materiales y Métodos en los días 15, 30, 45 y 60 días tras el periodo de 

adaptación posterior a la germinación. 
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Las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis 5J12A mostraron un 

aspecto general muy semejante de las plantas no inoculadas y que las inoculadas con P. 

putida KT2440, sin llegar a mostrar diferencias entre las condiciones en los parámetros 

estudiados. En todos los casos estudiados se dieron contrastes notables entre muestras 

registradas.  

El valor de la humedad en campo se mantuvo lo más constante posible a lo largo del 

proceso, con un margen de variación máximo del 10% entre las condiciones ensayadas. 

La humedad mínima registrada fue de en torno al 75% en el día 28 de muestreo (figura 

100). 

 

Figura 100. Humedad registrada en suelo bajo riego periódico. En ordenadas de 

muestran el porcentaje de humedad (%H). En abscisas se indican los tiempos de 

muestreo. Los círculos verdes se corresponden con plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1; los cuadrados rojos, con plantas inoculadas con A. koreensis 

5J12A; los triángulos naranjas, con las plantas inoculadas con P. putida KT2440; y los 

rombos grises con plantas no inoculadas. 

 

Se estudió la longitud de las plantas tanto en su parte aérea como radicular, para evaluar 

los efectos beneficiosos sobre el desarrollo de la planta bajo condiciones de riego 

periódico en campo. De este modo, para los datos de altura, se tomó como medida la 

longitud en m desde el punto donde se encontraran las primeras raíces, hasta el plano 

horizontal formado por el último par de hojas desarrollado. Mientras que para las raíces 

se tomó como medida la longitud en cm desde el punto donde se encontraran las primeras 

raíces, hasta la punta del ápice radical más largo sin forzar el estiramiento del mismo.  
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El valor de la altura alcanzada al final del ensayo por las plantas no inoculadas, así como 

por las plants inoculadas con P. putida KT2440, fue de 1,72-1,8 m, no mostrando 

diferencia significativa entre ambas condiciones. La altura de las plantas inoculadas tanto 

con Microbacterium sp. 3J1 (1,84 m) como con A. koreensis 5J12A  (1,65 m), no mostró 

diferencia significativa respecto a la presentada por las plantas no inoculadas o por las 

plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 101).  

 

Figura 101. Altura del tallo de las plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes 

en condiciones de riego. En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta en m. 

En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia 

al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris claro al día 30, 

el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. 

 

Por otra parte, la longitud de la raíz al final del ensayo por las plantas no inoculadas, así 

como por las plantas inoculadas con P. putida KT2440, fue de 30-37 cm, no mostrando 

diferencia significativa entre ambas condiciones. La longitud de la raíz de las plantas 

inoculadas tanto con Microbacterium sp. 3J1 (42 cm) como con A. koreensis 5J12A  (38 

cm), no mostró diferencia significativa respecto a la presentada por las plantas no 

inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 102).  
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Figura 102. Longitud de la raíz de las plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de riego. En ordenadas se muestra longitud del tallo de 

la planta en cm. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras 

hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris 

claro al día 30, el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. 

 

El peso fresco (PF) de las plantas no inoculadas, así como por las plantas inoculadas con 

P. putida KT2440, fue de 107-127 g, no mostrando diferencia significativa entre ambas 

condiciones. El PF de las plantas inoculadas tanto con Microbacterium sp. 3J1 (138 g) 

como con A. koreensis 5J12A  (116 g), no mostró diferencia significativa respecto al 

presentado por las plantas no inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida 

KT2440 (figura 103). 

 

Figura 103. Peso fresco de las plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes en 

condiciones de riego. En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta en cm. 

En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia 

al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris claro al día 30, 

el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. 
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El peso seco (PS) de las plantas no inoculadas, así como por las plantas inoculadas con 

P. putida KT2440, fue de 15-18 g, no mostrando diferencia significativa entre ambas 

condiciones. El PS de las plantas inoculadas tanto con Microbacterium sp. 3J1 (21 g) 

como con A. koreensis 5J12A  (19 g), no mostró diferencia significativa respecto al 

presentado por las plantas no inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida 

KT2440 (figura 104). 

 

 

Figura 104. Peso seco de plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes en 

condiciones de riego. En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta en cm. 

En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia 

al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris claro al día 30, 

el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. 

 

El peso totalmente túrgido (PTT) de las plantas no inoculadas, así como por las plantas 

inoculadas con P. putida KT2440, fue de 141-155 g, no mostrando diferencia 

significativa entre ambas condiciones. El PTT de las plantas inoculadas tanto con 

Microbacterium sp. 3J1 (168 g) como con A. koreensis 5J12A  (137 g), no mostró 

diferencia significativa respecto al presentado por las plantas no inoculadas o por las 

plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 105). 
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Figura 105. Peso totalmente túrgido de plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de riego. En ordenadas se muestra longitud del tallo de 

la planta en cm. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras 

hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris 

claro al día 30, el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. 

 

 

Respecto a los valores de CRA, que indican el estado hídrico de la planta respecto al 

mejor estado posible o al estado hídrico ideal de la misma, en general se observa que estos 

valores de las plantas descendieron ligeramente hacia el día 30 de muestreo, pero 

volvieron a aumentar hacia el día 45 y se mantuvieron en general estables o con un ligero 

aumento hacia el final del ensayo. El CRA de las plantas no inoculadas, así como por las 

plantas inoculadas con P. putida KT2440, fue de 0,73-0,79, no mostrando diferencia 

significativa entre ambas condiciones. El CRA de las plantas inoculadas tanto con 

Microbacterium sp. 3J1 (0,79) como con A. koreensis 5J12A (0,82), no mostró diferencia 

significativa con respecto al presentado por las plantas no inoculadas o por las plantas 

inoculadas con P. putida KT2440 (figura 106).  

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

Microbacterium sp. 3J1 A. koreensis 5J12A P. putida KT2440 No inoculado

g
Peso totalmente turgido



Capítulo IV – Ensayos de invernadero y campo 

241 
  

 

Figura 106. Contenido relativo de agua en plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de riego. En ordenadas de muestran los valores 

adimensionales del CRA. En abscisas se indican los tiempos de muestreo. Los círculos 

verdes se corresponden con plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1; los 

cuadrados rojos, con plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A; los triángulos naranjas, 

con las plantas inoculadas con P. putida KT2440; y los rombos grises con plantas no 

inoculadas. 

 

 

2.2. Xeroprotección de plantas de pimiento por acción bacteriana 

Tras estudiar la promoción del crecimiento de las plantas por parte de los 

microorganismos en campo, se procedió a estudiar el grado de efectividad que mantenían 

las cepas para proteger a las plantas de maíz contra la sequía en condiciones de campo. 

Se emplearon nuevamente las cepas Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis  5J12A, 

usando el método descrito en la sección 5 de Materiales y Métodos para llevar a cabo 

dicho estudio. Como control se utilizaron plantas inoculadas con P. putida KT2440 por 

su capacidad para promover el crecimiento de plantas y por su sensibilidad frente a la 

falta de agua. De manera adicional, se utilizaron plantas sin inóculo, empleando semillas 

encapsuladas libres de células. Se muestrearon al menos 20 plantas para registrar el peso 

fresco (PF), peso seco (PS), peso totalmente túrgido (PTT) y contenido relativo de agua 

(CRA) descritos según se indica en el apartado 5.5 de la sección de Materiales y Métodos 

en los días 15, 30, 45 y 60 días tras el periodo de adaptación posterior a la germinación.  
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Las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 y A. koreensis 5J12A mostraron 

mucha variabilidad entre muestras, sin llegar a mostrar grandes diferencias en los 

parámetros estudiados con las plantas no inoculadas y con las inoculadas con P. putida 

KT2440. La humedad del suelo del campo fue disminuyendo progresivamente a un ritmo 

de un 2-5% por semana. El valor mínimo registrado fue de en torno al 20% el último día 

de muestreo. El descenso total fue de entre el 55-60%. No hubo diferencia significativa 

en la périda de humedad entre las condiciones ensayadas (figura 107). 

 

 

Figura 107. Humedad registrada en suelo bajo condiciones de sequía. En ordenadas 

de muestran el porcentaje de humedad (%H). En abscisas se indican los tiempos de 

muestreo. Los círculos verdes se corresponden con plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1; los cuadrados rojos, con plantas inoculadas con A. koreensis 

5J12A; los triángulos naranjas, con las plantas inoculadas con P. putida KT2440; y los 

rombos grises con plantas no inoculadas. 

 

El peso fresco (PF) de las plantas no inoculadas, así como el de las plantas inoculadas con 

P. putida KT2440, fue de 33-39 g, no mostrando diferencia significativa entre ambas 

condiciones. El PF de las plantas inoculadas tanto con Microbacterium sp. 3J1 (41 g) 

como con A. koreensis 5J12A  (32 g), no mostró diferencia significativa respecto al 

presentado por las plantas no inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida 

KT2440 (figura 108). 
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Figura 108. Peso fresco de las plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes en 

condiciones de sequía. En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta en g. En 

abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia al 

tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris claro al día 30, el 

gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. 

 

El peso seco (PS) de las plantas no inoculadas, así como por las plantas inoculadas con 

P. putida KT2440, fue de 11-15 g, no mostrando diferencia significativa entre ambas 

condiciones. El PS de las plantas inoculadas tanto con Microbacterium sp. 3J1 (11 g) 

como con A. koreensis 5J12A (13 g), no mostró diferencia significativa respecto al 

presentado por las plantas no inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida 

KT2440 (figura 109). 

 

 

Figura 109. Peso seco de plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes en 

condiciones de sequía. En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta en g. En 

abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen referencia al 

tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris claro al día 30, el 

gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo.   
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El peso totalmente túrgido (PTT) de las plantas no inoculadas, así como por las plantas 

inoculadas con P. putida KT2440, fue de 11-15 g, no mostrando diferencia significativa 

entre ambas condiciones. El PTT de las plantas inoculadas tanto con Microbacterium sp. 

3J1 (11 g), así como el de las inoculadas con A. koreensis 5J12A  (13 g), no mostró 

diferencia significativa respecto al presentado por las plantas no inoculadas o por las 

plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 110). 

 

 

Figura 110. Peso totalmente túrgido de plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de sequía. En ordenadas se muestra longitud del tallo 

de la planta en g. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras 

hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 7, el gris 

claro al día 14, el gris oscuro al 20 y el negro al día 33 de muestreo.  

 

Respecto al CRA, en general se observa que los valores se redujeron de manera más 

marcada para las muestras tomadas los días 14-30 y 45-60. Los valores de CRA de las 

plantas no inoculadas, así como de las plantas inoculadas con P. putida KT2440, fueron 

de 0,57-0,58, no mostrando diferencia significativa entre ambas condiciones. El CRA de 

las plantas inoculadas tanto con Microbacterium sp. 3J1 (0,62) como con A. koreensis 

5J12A (0,54), no mostró diferencia significativa con respecto al presentado por las plantas 

no inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 111).  
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Figura 111. Contenido relativo de agua en plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de sequía. En ordenadas de muestran los valores 

adimensionales del CRA. En abscisas se indican los tiempos de muestreo. Los círculos 

verdes se corresponden con plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1; los 

cuadrados rojos, con plantas inoculadas con A. koreensis 5J12A; los triángulos naranjas, 

con las plantas inoculadas con P. putida KT2440; y los rombos grises con plantas no 

inoculadas. 

 

 

Además del estudio del peso de las plantas, y su contenido hídrico, también estudiamos 

la longitud de las plantas tanto en su parte aérea como radicular, para evaluar posibles 

efectos beneficiosos sobre la planta bajo condiciones de estrés hídrico en condiciones de 

campo. De este modo, para los datos de altura, se tomó como medida la longitud en m 

desde el punto donde se encontraran las primeras raíces, hasta el plano horizontal formado 

por el último par de hojas desarrollado. Mientras que para las raíces se tomó como medida 

la longitud en cm desde el punto donde se encontraran las primeras raíces, hasta la punta 

del ápice radical más largo sin forzar el estiramiento del mismo.  

El valor de la altura alcanzada al final del ensayo por las plantas no inoculadas, así como 

por las plants inoculadas con P. putida KT2440, fue de 1,52-1,78 m, no mostrando 

diferencia significativa entre ambas condiciones. La altura de las plantas inoculadas tanto 

con Microbacterium sp. 3J1 (1,89 m) como con A. koreensis 5J12A  (1,47 m), no mostró 

diferencia significativa respecto a la presentada por las plantas no inoculadas o por las 

plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 112).  
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Figura 112. Altura del tallo de las plantas inoculadas con las cepas xerotolerantes 

en condiciones de sequía. En ordenadas se muestra longitud del tallo de la planta en 

m. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las barras hacen 

referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, el gris claro 

al día 30, el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. 

 

Por otra parte, la longitud de la raíz al final del ensayo por las plantas no inoculadas, así 

como por las plantas inoculadas con P. putida KT2440, fue de 17-25 cm, no mostrando 

diferencia significativa entre ambas condiciones. La longitud de la raíz de las plantas 

inoculadas tanto con Microbacterium sp. 3J1 (28 cm) como con A. koreensis 5J12A  (20 

cm), no mostró diferencia significativa respecto a la presentada por las plantas no 

inoculadas o por las plantas inoculadas con P. putida KT2440 (figura 113).  

 

 

Figura 113. Longitud de la raíz de las plantas inoculadas con las cepas 

xerotolerantes en condiciones de sequía. En ordenadas se muestra longitud del tallo 

de la planta en cm. En abscisas se indican los inóculos utilizados. Los colores de las 

barras hacen referencia al tiempo de muestra, siendo el blanco correspodiente al día 15, 

el gris claro al día 30, el gris oscuro al 45 y el negro al día 60 de muestreo. 
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Los resultados de promoción del crecimiento y protección frente a la sequía en plantas 

por las cepas xerotolerantes Microbacterium sp. 3J1 y Arthrobacter koreensis 5J12A 

obtenidos a escala de invernadero y campo mostraron diferencias siendo mucho menores 

en el primero de los casos y nulas en el segundo, respecto con las plantas no inoculadas, 

o con las plantas inoculadas con Pseudomonas putida KT2440. Entre las posibles 

explicaciones puede estar la diferencia de formulación utilizada en el laboratorio y en las 

condiciones de invernadero y campo, en las que el inóculo está más concentrado entorno 

a la raíz de la planta que en el primero de los casos. Las formulaciones en cápsulas sólidas, 

pese a permitir un mayor contacto inicial con el plantón germinado, no garantizan un 

suministro constante de la cepa en el suelo (Smith, 1995, Fernandes Junior et al., 2009, 

Malusá et al., 2012). Por lo tanto, el microorganismo pierde gran parte de su efectividad 

rápidamente, imposibilitando un tiempo de contacto adecuado entre planta y 

microorganismo inoculante. Este insuficiente tiempo de contacto, impide que el 

microorganismo se establezca en el suelo para mantener la interacción en fases más 

avanzadas del desarrollo de la planta (Stephens & Rask, 2000, Nelson, 2004, Xavier et 

al., 2004, Fernandes Junior et al., 2009). Se ha comprobado que la formulación en 

alginato favorece la supervivencia de la cepa inoculante en el suelo (Bashan, 1986, Power 

et al., 2011). El objetivo de este capítulo fue emplear una nueva formulación basada en 

alginato para favorecer el crecimiento de la planta y la protección frente a la sequía por 

parte de Microbacterium sp. 3J1. Para estudiar si la formulación en base de alginato se 

adecuaba a las necesidades, se estudió si el microorganismo formaba biopelículas, 

filamentos, o modificaciones de las células radiculares, ya que la formación de estas 

estructuras permite a la cepa inoculante sobrevivir por un periodo de tiempo más largo en 

el ambiente. Para identificar si la formulación en alginato permitía una supervivencia más 

prolongada del microorganismo en el suelo se analizó la presencia del microorganismo y 

se compararon estos resultados con los observados con el inoculante en base líquida. 

Finalmente se buscó conocer qué características de la nueva formulación permiten una 

mayor viabilidad del inoculante, respecto a las empleadas anteriormente. 
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1. Mecanismos de interacción planta-microorganismo.  

Para identificar cómo se establece el contacto entre planta y microorganismo, se 

seleccionó la cepa xerotolerante Microbacterium sp. 3J1 como inoculante ya que 

proporcionó a las plantas la mayor longitud del tallo y de la raíz, el mayor peso fresco, 

seco y totalmente túrgido, así como el mayor contenido relativo de agua, tanto en 

condiciones de riego como de sequía. Como planta modelo se seleccionó al pimiento, 

dados los numerosos estudios realizados con esta planta. Estos estudios incluyen ensayos 

de transcriptómica llevados a cabo en nuestro grupo, por la Lcda. Cristina García Fontana, 

con esta cepa y planta modelo en condiciones de sequía (García-Fontana et al., En 

preparación). Estos análisis de transcriptómica mostraron la inducción de genes 

involucrados en la morfogénesis y diferenciación del tricoma y células pilosas, en la 

adhesión y reconocimiento celular, y modificaciones fisiológicas o morfológicas en 

simbiosis cuando la planta y el microorganismo se encontraban en condiciones de sequía. 

Por otra parte, en cultivos con PEG 50% de la cepa Microbacterium sp. 3J1 se indujeron 

genes relacionados con la biosíntesis de exopolisacáridos y con la unión extracelular de 

solutos, ambos involucrados en la formación de biopelículas. Basándonos en estos 

resultados decidimos comprobar la formación de biopelículas como método de contacto 

entre planta y microorganismo y el tipo de colonización de la planta por parte del 

microorganismo, mediante microscopía electrónica de barrido de presión variable, VP-

SEM, y mediante microscopía confocal de láser fluorescente, CLMS. 

 

1.1. Interacción planta-microorganismo por microscopía electrónica de barrido 

de presión variable (VP-SEM) 

La formulación de inoculantes en alginato mantiene la viabilidad de la población 

bacteriana y permite una liberación progresiva de los mismos. Esta viabilidad y tipo de 

liberación va a condicionar la colonización de la planta por el microorganismo. Es 

necesario ajustar la concentración de alginato y de otros compuestos en la formulación, 

en función del tiempo requerido para la interacción del microorganismo con la planta y 

en función del tipo de colonización que establezca este microorganismo con la planta 

(Bashan, 1998, Abd El-Fattah et al., 2013). Por lo tanto la concentración del alginato 

empleada determinará el tipo de liberación del microorganismo. Así, una concentración 

baja de alginato (1-2%, p/v) permite una liberación de células alta y rápida, óptima para 
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una colonización individual inespecífica, o sin agregaciones celulares específicas, tal y 

como ocurre con bacterias rizosféricas que actúan como biocontroladores o en el caso de 

bacterias epifíticas (Joe et al., 2012). Una concentración media (3%, p/v) produce una 

liberación más paulatina y prolongada en el tiempo la cual sería más adecuada para 

contactos que requieren de la formación de filamentos radiculares, engrosamientos o 

nodulaciones, tales como las bacterias nodulantes o endofíticas. Sin embargo, una 

concentración mayor (4-6%, p/v) tiende a favorecer la retención de agua, la elasticidad y 

viscosidad de la matriz, así como una mayor concentración de células estables. Esta alta 

concentración de alginato es adecuada para permitir contactos entre la planta y el 

microorganismo que requieren de un tiempo más prolongado, tal y como ocurre con 

aquellas cepas cuyo principal mecanismo de colonización es la formación de biopelículas 

en localizaciones específicas de la raíz de la planta (DeLucca et al., 1990, Smidsrod & 

Skjak-Braek, 1990, Kostov et al., 2010, Fadel et al., 2013). Por lo tanto, es necesario 

conocer con precisión el modo de contacto para ajustar la concentración de alginato en la 

formulación y permitir de este modo una colonización adecuada. 

La caracterización de la interacción de Microbacterium sp. 3J1 con la planta en la 

formulación líquida, empleada a nivel de laboratorio, se realizó mediante VP-SEM. Este 

estudio permite identificar el tipo de colonización que emplea esta cepa. El objetivo 

último de este análisis fue ajustar la concentración de alginato de sodio, así como de otros 

compuestos de la formulación, para incrementar la estabilidad de la cepa y facilitar la 

reconstitución del inoculante, de manera que se facilite la colonización óptima de la planta 

por parte del microorganismo. Para llevar a cabo dicho estudio, se inocularon raíces de 

pimiento esterilizadas en superficie con cultivos puros de Microbacterium sp. 3J1 y se 

siguió el proceso de interacción a distintos tiempos (2, 5 y 24 h). Se empleó la cepa 

Pseudomonas putida KT2440 como control de cepa BPCP, así como por formar 

biopelículas como modo de contacto (Nelson et al. 2002). En el análisis por VP-SEM se 

obtuvieron imágenes de barrido electrónico de superficie (In Lens), así como imágenes 

de barrido de baja profundidad por retrodispersión (AsB, backscattering), tal y como se 

indica en el apartado 11.5 de Materiales y Métodos. Se buscó la identificación de zonas 

en el exterior de la planta donde se acumularan las células microbianas, así como 

estructuras de unión y entrada de la cepa microbiana en la raíz de la planta.  
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Así, en etapas tempranas de contacto (1-2 horas) se observó la formación de matrices 

iniciales de biopelículas en las raíces inoculadas con P. putida KT2440 establecidas sin 

patrones claros (figura 114). En el caso de Microbacterium sp. 3J1, se observaron 

adhesiones de células aisladas o de grupos pequeños localizados inespecíficamente 

(figura 115). Estas uniones se caracterizaron por la formación de conexiones pilosas 

(filamentos) y anclajes matriciales de las células en la superficie de la epidermis radicular 

(figura 116). Se detectaron algunas células bacterianas completamente inmersas en 

determinados puntos de adhesión reconocibles como las zonas entre paredes celulares de 

la raíz o en las vellosidades radiculares (zonas de contacto preferencial), siendo en 

cualquier caso una estructura menos definida que las detectadas en raíces inoculadas con 

P. putida KT2440. Tras un mayor tiempo de contacto (3-5 horas) las raíces inoculadas 

con P. putida KT2440 ya mostraban biopelículas muy desarrolladas e incluso estructuras 

muy consolidadas en torno a ellas (figura 117). Las células ya se encontraban establecidas 

subsuperficialmente de manera amplia a lo largo de los distintos campos visuales 

analizados. En cuanto a las raíces inoculadas con Microbacterium sp. 3J1, se observaron 

agrupaciones bacterianas similares a biopelículas en zonas específicas de la raíz, en 

contraste con el establecimiento de biopelículas detectadas en las raíces inoculadas con 

P. putida KT2440 (figura 118). También se observó la formación de tricomas, torceduras 

y adaptaciones en las radículas y células pilosas más finas de las raíces de pimiento que 

no se detectaron tan claramente y en un número tan elevado en las raíces inoculadas con 

P. putida KT2440. Por último, en las muestras preparadas tras 24 horas de contacto de 

raíces inoculadas con P. putida KT2440 se observó una colonización muy expandida sin 

responder a patrones concretos, con una amplia difusión en todas las zonas radiculares y 

bajo las primeras capas epidermiales (colonización generalista). En las raíces inoculadas 

con Microbacterium sp. 3J1, se observó menor número de células bacterianas en la 

superficie, salvo en las biopelículas de las zonas de contacto preferenciales. Se detectaron 

así mismo zonas densamente pobladas por la cepa Microbacterium sp. 3J1 bajo la 

superficie radicular en dichas zonas (figura 119). Así, mostraban mayor especificidad de 

contacto que en las raíces inoculadas con P. putida KT2440. La señal de los electrones 

de retrodispersión permitió identificar que, en ambos casos, las cepas estudiadas se 

encontraban dispuestas en planos laminares paralelos bajo la superficie y, en el caso de 

las raíces inoculadas con Microbacterium sp. 3J1, en agrupaciones en torno a 

engrosamientos de los espacios intersticiales de las paredes celulares. 
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Figura 114. Micrografías electrónicas de barrido de raíces de pimiento inoculadas 

con P. putida KT2440 a las 1-2 h. Se muestran micrografías de VP-SEM de las fases 

iniciales del contacto donde se puede apreciar, tanto por escaneo electrónico directo, 

como por retrodispersión de electrones (profundidad), como las células de la cepa 

inoculante se establecen sin organización específica bajo la epidermis de la raíz 
inoculada (A y B), así como las formaciones de biopelículas en detalle (C y D).  
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Figura 115. Micrografías electrónicas de barrido de raíces de pimiento inoculadas 

con Microbacterium sp.  3J1 a las 1-2h. Se muestran micrografías de VP-SEM de las 

fases iniciales del contacto, con el aspecto inicial de los ápices radiculares (A) y detalles 

de las primeras etapas de la colonización en las microvellosidades (B, C y D). Las 

marcas en rojo indican zonas ampliadas y correspondencia en la siguiente micrografía. 

La escala de referencia de cada micrografía se ha ajustado para facilitar la identificación 

de la cepa inoculante. 
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Figura 116. Micrografías electrónicas de barrido de raíces de pimiento inoculadas 

con Microbacterium sp. 3J1 a las 1-2 h. Se muestran micrografías de VP-SEM de las 

fases iniciales del contacto, con el aspecto de las primeras etapas de colonización 

mediante adhesión individual en plano longitudinal (A) o axial (B). También se muestra 

las primeras agregaciones y filamentos de unión de células en los huecos intercelulares 

de la epidermis radicular (C) y en las raicillas laterales (D). La escala de referencia de 
cada micrografía se ha ajustado para facilitar la identificación de la cepa inoculante. 
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Figura 117. Micrografías electrónicas de barrido de raíces de pimiento inoculadas 

con P. putida KT2440 a las 3-5 h (A y B) y a las 24 h (C y D). Se muestran 

micrografías de VP-SEM de las fases intermedia (A y B) y avanzada (C y D) del 

contacto, donde se aprecia el contacto en biopelícula y la colonización superficial 
homogénea y extensa de esta cepa en la zona apical (A).      
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Figura 118. Micrografías electrónicas de barrido de raíces de pimiento inoculadas 

con Microbacterium sp. 3J1 a las 3-5 h. Se muestran micrografías de VP-SEM de las 

fases intermedias del contacto, donde surgen agregaciones espacialmente definidas (A) 

y agregaciones múltiples en zonas de contacto prioritario (B). Se distinguen también 

formaciones complejas en biopelícula (C) y accesos al interior de la epidermis de la raíz 

inoculada (D). La escala de referencia de cada micrografía se ha ajustado para facilitar 
la identificación de la cepa inoculante.       
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Figura 119. Micrografías electrónicas de barrido de raíces de pimiento inoculadas 

con Microbacterium sp. 3J1 a las 24 h. Se muestran micrografías de VP-SEM en 

detalle de las fases avanzadas del contacto donde se puede apreciar, tanto por escaneo 

electrónico directo, como por retrodispersión de electrones (profundidad), cómo la 

mayor cantidad de células de la cepa inoculante se organizan bajo la epidermis de la 

raíz inoculada (A y B), así como los restos de biopelículas que aún mantienen células 

en el exterior en zonas estratégicas para la interacción, como grietas de la raíz (C y D). 

La escala de referencia de cada micrografía se ha ajustado a 1 µm para facilitar la 
identificación de la cepa inoculante. 
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1.2. Formación de biopelículas por la cepa Microbacterium sp. 3J1 

Tras visualizar la interacción planta-microorganismo e identificar las estructuras de interacción en 

matriz, se trató de comprobar la capacidad de formar biopelículas por parte de Microbacterium sp. 

3J1. Este ensayo permite establecer la concentración óptima de alginato y del resto de constituyentes 

en la formulación que favorezca el proceso de colonización. El tipo de contacto por biopelícula 

requiere de un número alto de células que por otra parte, establezcan procesos de quorum sensing y 

que los mismos ocurran durante un periodo de tiempo mínimo para llevarse a cabo de manera efectiva 

(Timmusk et al., 2005, Rudrappa et al., 2008, Seneviratne et al., 2011). Por tanto, la mejora en estos 

factores mediante un tipo de formulación adecuada puede beneficiar considerablemente la eficacia 

de la interacción. Para determinar la capacidad de producción de biopelícula por parte de 

Microbacterium sp. 3J1, se llevaron a cabo cultivos en medio TSB en tubos de ensayo de boro-

silicato. Las muestras se analizaron mediante espectrofotometría a una absorbancia de 0,05 (a 600 

nm) a las 6 y a las 24h desde la inoculación. Se registró la absorbancia en unidades por nm de en cada 

tiempo de muestreo para identificar si estaba correlacionada con la densidad de la biopelícula 

producida. Se comparó el aspecto de la matriz adherida a las paredes de los tubos de ensayo 

(resultados cualitativos), así como la absorbancia de las biopelículas formadas (resultados 

cuantitativos), por la cepa P. putida KT2440, cepa BPCP y descrita por su capacidad de formar 

biopelículas (Espinosa-Urgel et al., 2000, Stepanović et al., 2000), tal como se indica en el apartado 

11.7 de Materiales y Métodos.  

Se observó formación de biopelícula en los cultivos de P. putida KT2440 tanto a las 6 como a las 24 

h (figura 120). En los cultivos de Microbacterium sp. 3J1 se observó formación de biopelículas a las 

6 horas, mostrando sin embargo menor cantidad de estructuras adheridas y siendo éstas más dispersas 

que las generadas por los cultivos de P. putida  KT2440 (figura 120). Esto se reflejó en la absorbancia 

de las biopelículas formadas teñidas por cristal violeta (CVDO600) en relación con la absorbancia del 

cultivo (DO600), donde los cultivos de Microbacterium sp. 3J1  presentaron un 25% menos de 

biopelícula (0,41 CVDO600/DO600) que en el caso de los cultivos de P. putida  KT2440 (0,56 

CVDO600/DO600) (figura 121). 
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Figura 120. Biopelículas de las cepas estudias adheridas en tubos de ensayo. Se muestran las 

estructuras de biopelícula teñidas con cristal violeta 0,3% en los puntos de muestreo a las 6 h (A) y a 
las 24 h (B), para las cepas Microbacterium sp. 3J1 (tubos No. 1) y P. putida  KT2440 (tubos No. 2). 

 

Sin embargo, a las 24 h de cultivo, la formación de la biopelícula mostró un aspecto más estructurado 

y de mayor crecimiento en los cultivo de Microbacterium sp. 3J1, lo que indica que la biopelícula 

estaba completamente formada. En este caso no se observó diferencia significativa en la absorbancia 

de las biopelículas formadas en relación con la absorbancia del cultivo de ambas cepas (0,64 y 0,62 

CVDO600/ DO600, respectivamente) (figura 121). 

 

 

Figura 121. Absorbancia de las biopelículas formadas en relación con la absorbancia del cultivo. 
Se muestra la absorbancia alcanzada por las biopelículas formadas por cada cepa, en relación a la 

absorbancia de los cultivos en CVDO600/DO600 de cada una a los tiempos de muestreo de 6 h (barras 
gris claro) y de 24 h (barras gris oscuro). El asterisco (*) indica diferencia significativa. 
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1.3. Seguimiento de la colonización 

Una vez que la cepa microbiana ha establecido un contacto adecuado con la raíz hospedadora, y 

comienza la fase de interacción con la planta, es muy importante estudiar el modo en que la cepa 

inoculante coloniza la raíz de la planta, ya que no persiste en la misma de igual modo cuando se 

establece fuera de la raíz (epifítica) que cuando lo hace dentro de la misma (endofítica). Dentro de 

este último tipo, la persistencia varía si la cepa se establece intracelularmente (dentro de las células 

de la planta) o si lo hace intercelularmente (entre paredes celulares de distintas células vegetales) 

(Gray & Smith, 2005). Las interacciones intracelulares permiten una mayor colonización, acceso a 

recursos e incluso la multiplicación de la cepa inoculante. Sin embargo, una interacción a nivel 

intercelular requiere una presencia relativamente prolongada en el suelo, al no llegar a establecerse y 

no reproducirse normalmente de manera estable dentro de la planta, haciendo necesario así una 

reposición del inoculante para mantener la interacción. Esto suele hacer necesario un programa de 

reinoculación o que la formulación en base de alginato permita a la cepa una presencia prolongada y 

una liberación gradual en el suelo que garantice dicha presencia (Gray & Smith, 2005, Reddy, 2012, 

Sessitsch et al., 2013, Chibeba et al., 2015). 

Para facilitar el seguimiento del microorganismo dentro de la raíz se realizaron variantes fluorescentes 

de la cepa Microbacterium sp. 3J1 mediante la inserción del gen gfp que codifica la expresión de 

proteínas verdes fluorescentes o GFP (Green Fluorescent Portein, por sus siglas en inglés). Se eligió 

la expresión de proteínas fluorescentes verdes, por su fácil visualización mediante microscopía de 

fluorescencia confocal, y por la posibilidad de distinguir su fluorescencia de la autofluorescencia de 

la planta mediante la tinción de esta última con cristal violeta. De igual modo se siguió y cuantificó 

la presencia del gen que la codifica (gfp) mediante qPCR en tiempo real. Para comparar los resultados 

de la visualización y poder determinar el tipo de interacción que lleva a cabo la cepa Microbacterium 

sp. 3J1, se emplearon como control, los datos de  microscopía de la cepa Pseudomonas fluorescens 

WCS417r-YFP como cepa epifítica (Pieterse et al., 2014), los de la cepa Pseudomonas putida 

VM1450-GFP como endófita intercelular (Ryan et al., 2008) y los de la cepa Burkholderia 

phytofirmans PsJN-GFP como endófita intracelular (Compant et al., 2008). Como planta modelo, se 

empleó el pimiento por su fácil cultivo y su estudio previo. 
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1.3.1. Conjugación y visualización de cultivos puros 

La inserción del gen gfp en la cepa Microbacterium sp. 3J1 se realizó por conjugación cuatriparental 

tal como se indica en el apartado 11.2 de Materiales y Métodos.  

Tras la conjugación se identificaron las colonias que emitían mayor fluorescencia en la placa con 

medio selectivo y se sembraron en una nueva placa de medio selectivo. A partir de dichas colonias 

se obtuvieron cultivos puros a los que se les analizó la fluorescencia emitida tanto en cultivos en 

placa, como en medio líquido, bajo luz ultravioleta, seleccionando para futuros trabajos el clon 

Microbacterium sp. 3J1-GFP como aquella que emitía mayor fluorescencia (figura 122A y 122B). 

Para detectar al microorganismo en el suelo una vez liberado y evitar la presencia de falsos positivos, 

se decidió utilizar la técnica de PCR del gen gfp desde muestras del suelo, dado que este gen proviene 

originalmente de la medusa Aequorea victoria, lo que hace muy improbable encontrarlo en el suelo.  

Para determinar si podíamos utilizar este método de selección para identificar la variante fluorescente 

de la cepa Microbacterium sp. 3J1 se realizó una PCR del gen gfp tal y como se indica en el apartado 

4.3 de Materiales y Métodos. Como control positivo de dicha amplificación se incluyó DNA total 

aislado de la cepa de E. coli donadora del gen gfp (E. coli GFP2) utilizada en la conjugación 

cuatriparental arriba indicada. Como control negativo de amplifiación se incluyó a la cepa silvestre 

de Microbacterium sp. 3J1.  

 

 

Figura 122. Fluorescencia de la cepa transformada. Se muestra la fluorescencia emitida, tras 

excitarse bajo luz ultravioleta, de un cultivo en medio semisólido TSA (A) y de otro en medio líquido 
TSB (B) de las cepas Microbacterium sp. 3J1 (paneles 1) y Microbacterium sp. 3J1-GFP (paneles 2). 
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Como resultado de la amplificación por PCR del gen gfp se observó una banda en geles de agarosa 

de en torno a 750 pb, coincidiendo con el tamaño esperado para este gen, tal y como puede observarse 

en la figura 123. 

 

 

Figura 123. PCR del gen gfp. Se muestra el producto de PCR del gen gfp (~750pb) de ADN total 

extraído de la cepa donadora E. coli GFP2, de ADN de la cepa transformada Microbacterium sp. 3J1-

GFP, así como de ADN de la cepa Microbacterium sp. 3J1 sin transformar, como control. El amplicón 

se comparó con un marcador de peso molecular de bajo rango (MPM de 50-700 pb). 

 

Para caracterizar la estabilidad del gen gfp en la cepa Microbacterium sp. 3J1-GFP se realizaron hasta 

4 subcultivos en TSA de la misma en medio carente del antibiótico empleado como marcador de 

selección (Gentamicina-30). Tras dichos cultivos, se comprobó tanto la presencia del marcador de 

selección mediante siembra en placas con medio selectivo TSA Gm30, como mediante observación 

de la fluorescencia emitida por las células.  
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1.3.2. Interacción del microorganismo en la planta por análisis de microscopía de 

fluorescencia 

Tal y como hemos indicado anteriormente, para determinar la concentración de alginato en la nueva 

formulación, se necesitaba identificar si la relación de la cepa Microbacterium sp. 3J1 con la planta 

era epifítica o endofítica. Para ello se analizó la interacción del microorganismo con la planta 

mediante análisis de microscopía de fluorescencia. Para este estudio, se utilizaron plantas con cuatro 

semanas de edad y al menos 5 cm de altura, tanto de pimiento como de trébol, en tiestos de 0,4 L con 

sustrato estéril. Las raíces de las plantas se sumergieron en 40 ml de una suspensión bacteriana en 

solución salina 1xM9 de la cepa Microbacterium sp. 3J1-GFP con entre 108-109 UFC/ml. Tras una 

incubación de 24 horas con el cultivo en medio líquido, se extrajeron las raíces y se tiñeron con cristal 

violeta al 5% (p/v) por inmersión durante 5 minutos para eliminar la autofluorescencia de la planta. 

Tras lavar con etanol 97% (V/V) el exceso de tinte, se prepararon cortes transversales y longitudinales 

de en torno a 100 µm de espesor, de zonas basales, apicales y medias de la raíz usando un escalpelo 

de hoja curva y se observaron al microscopio de fluorescencia, tal y como se indica en el apartado 

11.4 de Materiales y Métodos. 

Dado que a la longitud de onda de excitación de las GFP (395 nm) la fluorescencia de las raíces 

tintadas se emite en rojo, la visualización de las células y estructuras de las mismas evita 

autofluorescencia verde y la mayor parte del ruido de fondo en dicho color, facilitando la localización 

e identificación de la cepa fluorescente. La fluorescencia emitida por la proteína GFP permitió 

identificar colonias y células individuales. Para evitar la identificación de artefactos (corpúsculos 

cristalinos, zonas de endurecimiento celular no porosas o estructuras vegetales no teñidas con cristal 

violeta), se examinó la morfología celular junto a los rangos de emisión habituales para la cepa 

transformada.  

Como resultado de esta observación se identificó la presencia de colonias fluorescentes 

preferentemente entre las paredes celulares de las células de la planta formando colonias, así como 

de células individuales en los espacio entre las paredes celulares, y en los intracelulares (figura 124).  
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Figura 124. Identificación de Microbacterium sp. 3J1-GFP por microscopía de fluorescencia. Se 

muestran las células fluorescentes identificadas dentro de raíces de pimiento (A.1 y A.2) y de trébol 

(B.1 y B.2) a corte longitudinal hemisférico. Las líneas y círculos rojos indican la presencia de las 
células fluorescentes. 

 

1.3.3. Detección de Microbacterium sp. 3J1 en la planta por microscopía confocal de 

láser de barrido (CLSM) 

 

Con objeto de poder ajustar adecuadamente el porcentaje de alginato, así como los mejores elementos 

reconstituyentes en la nueva formulación con alginato, se necesitaba identificar el tipo de relación 

endofítica (estable o temporal dependiendo de la zona en que se posicione la cepa dentro de la raíz) 

de la cepa Microbacterium sp. 3J1. Para identificar con precisión la profundidad de la raíz de la planta 

en la que se encuentra la bacteria, se recurrió a microscopía confocal de láser de barrido (CLSM).  

A.2 

B.1 B.2 

A.1 
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Para ello, se prepararon muestras de raíz de pimiento inoculadas con Microbacterium sp. 3J1-GFP de 

aproximadamente 100 µm de espesor, tal y como se especifica en el apartado anterior, y se 

visualizaron por CLSM, sin necesidad de alterar las estructuras celulares en la preparación, tal y como 

se indica en el apartado 11.4 de Materiales y Métodos.  

Gracias a esta técnica se pudo caracterizar la disposición espacial de la cepa inoculante. La 

identificación de las células de la cepa bacteriana se llevó a cabo tanto por sus características 

morfológicas, como en base a las diferencias con la autofluorescencia, dado que la intensidad de la 

fluorescencia de las mismas fue de un 25% mayor a la de las estructuras vegetales no teñidas. La 

fluorescencia emitida por los artefactos como estructuras cristalinas fue entre un 25 y un 50% mayor 

que la emitida por las células de la cepa inoculante y además fueron detectables a mayores longitudes 

de onda, lo que permitió evitar errores de lectura. 

Como resultado del análisis de 30 muestras de 6 plantas diferentes se detectó una mayor intensidad 

de fluorescencia debida a las células de Microbacterium sp. 3J1-GFP en las zonas de crecimiento 

apical y lateral y en especial en los meristemos de la raíz. De igual modo, pudimos observar zonas de 

agregación en torno a las células del floema, así como entre las paredes celulares formando 

microcolonias en la endodermis de la planta (figura 125). 

Por otra parte, también se identificaron acúmulos celulares fluorescentes en zonas de la raíz alejadas 

del meristemo. Para estos casos se aplicó una nueva capa de lectura confocal ajustando al color rojo 

de fluorescencia emitido por las células vegetales tintadas y así evitar ruido de fondo por 

autofluorescencia. En dichas ocasiones también se encontraban en torno a los tejidos conductivos, 

tanto del xilema como del floema, así como entre las paredes celulares de la endodermis. Los lugares 

donde se identificaron las bacterias son específicos y definidos (no aleatorios) en las zonas del 

meristemo y más concretamente en torno a la última capa del periciclo o zona de conexión entre los 

vasos y la endodermis. 

En estos casos se pudo identificar con facilidad las colonias del inoculante en, al menos, la mitad de 

los tejidos radiculares observados (figura 126). No se encontraron diferencias en torno la presencia 

de la cepa en la raíz con tiempos de contacto mayores por encima de las 6 horas de contacto, pero sí 

una aceleración en la formación de las estructuras descritas. 

 

 

 

A 
B 

B 



Capítulo V – Aplicación del inoculante tras la mejora de su formulación 

 

274 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 125. Micrografía por CLSM de una raíz de pimiento inoculada con Microbacterium 

sp. 3J1-GFP. Se muestra la imagen de microscopía óptica (A) del área analizada por microscopía 

de láser confocal (B), así como la superposición de ambas (C). En estas imágenes únicamente se 
aplica el filtro verde de excitación a 395 nm. 
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Figura 126. Micrografías confocal y óptica de raíces de pimiento inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1. Se muestran las capas por color de emisión registrado para el análisis 

de microscopía confocal, fijándose en verde para la detección de GFP (A) y en rojo para la 

autofluorescencia de la planta teñida (B), así como el resultado del solapamiento de ambas (C). 

Del mismo modo, se muestran la micrografía óptica de la zona analizada (D) y la superposición 

de ésta con el solapamiento del análisis de microscopía confocal (E), para evaluar la 
correspondencia espacial de dicho análisis. 
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2. Comparativa de las formulaciones inoculantes 

Dado que Microbacterium sp. 3J1 en presencia de la planta establece un tipo de 

interacción endofítica no persistente y de colonización por filamentos y biopelículas, la 

opción más adecuada para su formulación se basó en alginato con una concentración alta 

(4%, p/v o superior), de forma que las células de las bacterias permaneciesen durante más 

tiempo en el medio. Se pretende de este modo obtener una formulación que permita una 

liberación más progresiva y prolongada en el tiempo en suelos naturales y bajo 

condiciones de sequía (Nelson, 2004, Kalaiarasi & Dinakar, 2015). Así mismo, la 

formulación debe asegurar la presencia de la cepa en el suelo en una mayor concentración 

y que ésta se pueda seguir fácilmente en suelo y en la planta.  

Siguiendo indicaciones de la literatura (Fernandes Junior et al., 2009, Power et al., 2011) 

se formuló un nuevo formato de inoculante empleando como aglutinante alginato de sodio 

al 4% para lograr una estructura esférica semisólida, manteniendo una matriz gelatinosa 

en su interior que permita estabilizar las células de la cepa inoculante (mantiene intactas 

las estructuras celulares y, por tanto, viables a las células). Para preparar las células 

bacterianas, se emplearon al menos 109 UFC/ml de Microbacterium sp. 3J1-GFP 

suspendidas en una mezcla de solución salina 1xM9 y leche desnatada estéril en 

proporción 4:1 (v/v). La suspensión de células conjuntamente con el alginato (4%), se 

dispuso en forma de esferas mediante la adición de la mezcla en forma de gotas en un 

baño de CaCl2 2% (p/v). Las esferas obtenidas se lavaron 3 veces con un volumen de 

agua destilada estéril. La presencia de leche desnatada sirve como fuente de nutrientes 

para las bacterias una vez añadidas al medio ambiente. Igualmente, se añadió trehalosa 

0,1% (p/v). La presencia de trehalosa en la preparación, permite una mayor supervivencia 

de la las células a los estreses abióticos del ambiente. Cada esfera pesó alrededor de 0,08-

0,1 g y se emplearon en torno a 1,5-2 g de esferas por macetero. El aspecto externo de las 

esferas a lo largo del tiempo se muestra en la figura 127. Para conservarlas se mantuvieron 

en un recipiente plástico en un volumen inferior a la mitad de la capacidad del recipiente 

y manteniendo la humedad interior en torno al 30-40% (gracias al agua destilada de 

lavado) y a una temperatura ambiente (20-25oC), tal y como se indica en el apartado 11.8 

de Materiales y Métodos.  
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Figura 127. Aspecto externo de las esferas de alginato. Se muestra el aspecto de las 

esferas de alginato a los 7 (A), 14 (B), 21 (C) y a los 30 días (D) en las condiciones de 
conservación descritas. 

 

Empleando esta formulación, se comparó la eficiencia del inóculo con base de alginato 

respecto a los datos de la formulación líquida en cuanto a la protección frente a la sequía. 

Para realizar dicha comparativa, se llevó a cabo un ensayo inoculando plantas de pimiento 

con riego periódico y bajo condiciones de sequía, tal y como se indica en el apartado 5 de 

Materiales y Métodos. En dichos ensayos se ajustó la cantidad de UFC/ml atendiendo al 

volumen medio de las esferas de alginato y a las UFC/g calculadas en ensayos anteriores. 

Las plantas, de 2 semanas y entre 3-5 cm de alto, fueron inoculadas con la cepa 

Microbacterium sp. 3J1. El sustrato empleado fue un suelo natural arcilloso no estéril, 

para simular mejor las condiciones naturales de aplicación. Se registró el peso fresco (PF), 

contenido relativo de agua (CRA) y longitud del tallo de plantas inoculadas con la cepa 

P. putida  KT2440 y Microbacterium sp. 3J1 tanto en formato líquido como como con 

base de alginato. Adicionalmente se incluyeron plantas inoculadas con medio libres de 

células como plantas control. 
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En condiciones de sequía, el peso fresco (PF) de las plantas inoculadas con P. putida  

KT2440 y de las plantas sin inocular fue de 0,45 mg al final del ensayo (día 33 desde la 

inoculación), tanto para la condición de inoculante líquido como de alginato. Las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 en formato líquido mostraron valores de PF de 

0,8 mg. Las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 en formato de alginato 

mostraron un PF de 1,27 mg, lo que supone un incremento de peso de casi 3 veces 

respecto a las condiciones control, y casi un 40% más del valor mostrado por las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 en formato líquido. En condiciones de riego 

periódico, las plantas no inoculadas pero adicionadas de los inoculantes libres de células, 

mostraron un PF de 0,48 mg en ambos casos. Las plantas inoculadas con P. putida  

KT2440 en formato líquido y de alginato mostraron valores de PF de 0,82 y 0,98 mg 

respectivamente. Las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 en formato líquido 

mostraron un PF de 1,5 mg. Las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 en 

formato de alginato mostraron un PF de 2,5 mg, lo que supone incremento de peso de 5 

veces respecto a las plantas no inoculadas pero adicionadas de los inoculantes libres de 

células, y casi 3 veces más peso que el mostrado por las plantas inoculadas con P. putida  

KT2440 con ambos formatos. Así mismo, el PF de las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 fue un 40% superior al de las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 en formato líquido (figura 128 1A y 1B).  

El contenido relativo de agua (CRA) en condiciones de sequía de las plantas inoculadas 

con P. putida  KT2440 y de las plantas sin inocular no superó el valor de 0,61 al final del 

ensayo, tanto para la condición de inoculante líquido como de alginato. Las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 en formato líquido mostraron valores de CRA de 

0,76. Las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 en formato de alginato 

mostraron un CRA de 0,86, lo que supone casi un 30% más del valor mostrado por las 

condiciones control, y más de un 10% del valor mostrado por las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 en formato líquido. En condiciones de riego periódico, las plantas 

no inoculadas pero adicionadas de los inoculantes libres de células, mostraron un CRA 

de 0,8 en ambos casos. Las plantas inoculadas con P. putida KT2440 en formato líquido 

y de alginato mostraron valores de CRA de 0,85-0,87, respectivamente. Las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 en formato líquido mostraron un CRA de 0,91. 

Las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 en formato de alginato mostraron un 

CRA de 0,95, lo que supone incremento en torno a un 15% respecto a las plantas no 
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inoculadas pero adicionadas de los inoculantes libres de células, y de un 10% respecto al 

mostrado por las plantas inoculadas con P. putida  KT2440 con ambos formatos. Así 

mismo, el CRA de las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 fue un 5% superior 

al de las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 en formato líquido (figura 128 

2A y 2B). 

La longitud del tallo en condiciones de sequía de las plantas inoculadas con P. putida  

KT2440 y de las plantas sin inocular fue de 0,7 al final del ensayo, tanto para la condición 

de inoculante líquido como de alginato. Las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 

3J1 en formato líquido mostraron valores de longitud del tallo de 10,2 cm. Las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 en formato de alginato mostraron una longitud 

del tallo de 15,5 cm, lo que supone el doble del valor mostrado por las condiciones 

control, y más de un 30% del valor mostrado por las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 en formato líquido. En condiciones de riego periódico, las plantas 

no inoculadas pero adicionadas de los inoculantes libres de células, mostraron un valor 

de longitud del tallo de 9,2-9,5 cm en ambos casos. Las plantas inoculadas con P. putida  

KT2440 en formato líquido y de alginato mostraron valores de longitud del tallo de 11,3-

14,2 cm, respectivamente. Las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 en formato 

líquido mostraron un valor de longitud del tallo de 14,7 cm. Las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 en formato de alginato mostraron un valor de longitud del tallo 

de 19,4 cm, lo que supone casi el doble del valor mostrado por las plantas no inoculadas 

pero adicionadas de los inoculantes libres de células, y un incremento de un 30-40% 

respecto al mostrado por las plantas inoculadas con P. putida  KT2440 con ambos 

formatos. Así mismo, el valor de la longitud del tallo mostrado por las plantas inoculadas 

con Microbacterium sp. 3J1 fue un 25% superior al de las plantas inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1 en formato líquido (figura 128 3A y 3B). 
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Figura 128. Peso fresco (1), contenido relativo de agua (2) y longitud del tallo (3) de 

plantas de pimiento inoculadas con diferentes formatos. Se muestran los valores 

alcanzados por las plantas de pimiento tanto con la formulación en líquido y como con 
esferas de alginato (Ea) y tanto en condiciones de sequía (A) como con riego periódico (B). 
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3. Seguimiento de la cepa Microbacterium sp. 3J1 

Tras comprobar que la nueva formulación era capaz de mejorar la eficiencia de la cepa 

Microbacterium sp. 3J1 de promocionar el crecimiento y de proteger frente a la sequía en 

plantas de pimiento en un suelo natural, se estudió la proporción de células que persistían 

a lo largo del tiempo, para identificar si éste es suficiente para que planta y 

microorganismo puedan establecer sus interacciones de forma eficaz.  

 

3.1. Seguimiento de la bacteria en suelo por amplificación cuantitativa en tiempo 

real (RT-qPCR) del gen gfp. 

Para poder identificar la presencia del microorganismo a lo largo del tiempo, se optó por 

la amplificación del gen gfp mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR), con 

las condiciones indicadas en el apartado 4.5 de Materiales y Métodos. Además de la 

presencia del gen gfp, se realizó un conteo de UFC en medio selectivo. 

 

3.1.1. Cultivos puros 

Inicialmente se prepararon cultivos puros de la cepa Microbacterium sp. 3J1-GFP para 

poner a punto las condiciones de amplificación y establecer una curva patrón de ADN-

gfp respecto a los valores de Cp (punto de cruce, o crossing point en inglés, definido como 

el ciclo en el cual la fluorescencia de la amplificación supera la fluorescencia de fondo. 

Bajos valores de Cp indican una mayor expresión de la diana) detectados en la RT-qPCR 

(ciclo al que se logra una fluorescencia superior al de una amplificación inespecífica), así 

como una relación respecto al número de UFCs/ml.  

De este modo se prepararon curvas estándar con las que poder comparar tanto los valores 

de Cp como de UFC/ml de las muestras de suelo y planta inoculadas a distintos tiempos 

con los datos obtenidos para ambos parámetros respecto al patrón de ADN-gfp 

(cuantificado espectrofotométicamente). Se emplearon muestras de ADN de la cepa no 

transformada, así como muestras blanco (sin ADN) para determinar los valores de Cp de 

amplificación de fondo (tabla 11; figura 129). 
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ADN (ng/µl) 0,12 0,259 0,547 1,079 1,811 2,524 5,12 

UFC/ml (x 107) 2,4 4,9 9,8 18,2 35,6 44,2 94,5 

DE 0,5 0,6 0,8 1,2 2,6 2,2 3,1 

 

Tabla 11. Patrones para qPCR. Se muestra la correspondencia entre concentración 

de ADN amplificado (ng/µl) y el valor de Cp de dichos amplicones del gen gfp por 

qPCR (A), y con respecto a las UFC/ml (x 107) de los cultivos puros correspondientes 

(B). Los datos se acompañan de la relación de ADN-Cp obtenida para la extracción de 

ADN un cultivo de la cepa no transformada, así como para el blanco empleado en la 

qPCR descrita. A cada medida acompaña la desviación estándar de tres muestras (DE). 

 

 

 

 

Figura 129. Rectas patrón de ADN. Se muestran las rectas patrón, así como el valor 

de la ecuación de cada recta para ADN-Cp de qPCR (rojo) y para ADN-UFC/ml (x 107) 
(azul).  
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3.1.2. Suelo 

Adicionalmente, se estudió el tiempo de contacto óptimo para lograr una formulación más 

efectiva. Para ello, se definió el periodo tiempo en el que se podía detectar a la cepa en 

estudio en suelo natural no estéril tras una única inoculación en formulación líquida y en 

base de alginato (utilizando en torno a 108 UFC/ml). Tras inocular el suelo y se incubó 

24 horas, y se extrajo el ADN de muestras de 1 g de este suelo. Se realizó una 

amplificación cuantitativa del gen gfp de estas muestras. Este proceso se llevó a cabo cada 

24 horas a lo largo de 14 días. Con objeto de poder calcular el número de UFC/g de suelo 

de las muestras que podían recuperarse respecto a las inoculadas inicialmente por gramo 

de suelo, se pusieron en relación con los valores de Cp obtenidos. Para poder establecer 

una relación entre las UFCs detectadas en suelo y UFC/ml de la curva estándar, se empleó 

la relación con el valor de Cp obtenido en cada punto de muestreo.  

En el suelo inoculado con formulación líquida, la máxima amplificación se observó a las 

2 h, alcanzando 2,92 ng/µl de ADN amplificado. La amplificación en los sucesivos días 

de muestreo se redujo del orden de un 10% cada día, hasta que al día 4 de muestro la 

concentración amplificada supuso un 40% menos que la máxima alcanzada (1,75 ng/µl). 

Sin embargo, en el caso de la inoculación con formato en base de alginato, el máximo de 

amplificación se alcanzó en el día 1 de muestreo (2,82 ng/µl) y el ADN amplificado se 

redujo un 20% hasta el día 3 de muestreo. Entre los días 4 y 7 de muestreo no hubo 

diferencias significativas en la concentración amplificada (2 ng/µl), suponiendo de 2 a 3 

veces mayor concentración de ADN amplificado que en el suelo inoculado con formato 

líquido. Hasta el día 9 del ensayo la amplificación fue cercana al 50% respecto máximo 

amplificado. La diferencia en la concentración de ADN amplificado en los últimos días 

del ensayo llegó a ser de entre 4 y 8 veces superior en el suelo inoculado con formato en 

base de alginato respecto al inoculado con formulación líquida. En el día 14 del ensayo, 

en el suelo inoculado con formulación en base de alginato se amplificaron 0,35 ng/µl, 

mientras que en el suelo inoculado con formulación líquida se amplificaron menos de 

0,01 ng/µl (figura 130). 
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Figura 130. Concentración de ADN amplificado por punto de muestreo en suelo. 
La figura muestra la concentración de ADN-gfp amplificado en ng/µl a lo largo de los 
14 días de muestreo para la formulación en líquido (azul) y en alginato (verde). 

 

En el caso del suelo inoculado con inoculante en formato líquido, el número de células 

estimado en UFC/ml fue en torno a un 20-25% inferior al número de UFC/g detectado a 

lo largo del ensayo. En el caso del suelo inoculado con inoculante en formato con base 

de alginato, esta diferencia se mantuvo en torno al 10% a lo largo del ensayo. En el suelo 

inoculado con formulación líquida, la detección de UFC/g máxima se observó a las 2 h, 

alcanzando 54 x 107 UFC/g. La detección en los sucesivos días de muestreo se redujo del 

orden de un 10% cada día, hasta que al día 4 de muestro las UFC/g detectadas supusieron 

un 40% menos que el máximo alcanzado (32 x 107 UFC/g). Se observó una reducción 

paulatina hasta el final del ensayo. En el caso de la inoculación con formato en base de 

alginato, el máximo de UFC/g detectadas fue de 54 x 107 UFC/g y hasta el día 3 de 

muestreo dicha cantidad únicamente se redujo un 25%. Entre los días 4 y 7 de muestreo 

no hubo diferencias significativas en la concentración amplificada (40 x 107  UFC/g), 

suponiendo de 2 a 4 veces mayor cantidad UFC/g que en el suelo inoculado con formato 

líquido. A partir del día 11 del ensayo las UFC/g detectadas en suelo inoculado con 

formato en base de alginato llegó a ser 6 veces superior a la detectada en  suelo inoculado 

con formato líquido. En el día 14 del ensayo, en el suelo inoculado con formulación en 

base de alginato se detectaron 5 x 107  UFC/g, mientras que en el suelo inoculado con 

formulación líquida se detectaron menos de 1 x 107  UFC/g (figura 131). 
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Figura 131. UFC de Microbacterium sp. 3J1-GFP por gramo de suelo. La gráfica 

muestra las UFC/ml (x 107) equivalentes estimadas respecto a la relación con la curva 

Cp de amplificación del gen gfp (color oscuro), así como las UFC/g (x 107) (color claro) 

contabilizadas a lo largo de los 14 días de muestreo para la formulación en líquido (azul) 

y en alginato (verde). 

 

3.1.3. Planta 

Tras estudiar la detección de la cepa en suelo durante un periodo de dos semanas, se 

procedió a llevar a cabo un ensayo análogo empleando plantas de pimiento inoculadas 

tanto con formulación líquida como en base de alginato. El ensayo se llevó a cabo 

empleando maceteros con suelo natural para evaluar la persistencia y el efecto sobre la 

inoculación. Con estos ensayos se pretendió estudiar la persistencia de la cepa en la 

planta. 

La concentración mínima de ADN amplificado en las raíces de plantas de pimiento 

inoculadas con formulación líquida se detectó a las 4h de inocular (0,88 ng/µl), y la 

máxima en el día 1 de muestreo (1,45 ng/µl). Entre los días 2 y 4 no se observó diferencia 

significativa en la concentración de ADN amplificada, pero a partir del día 5, la 

amplificación se redujo en un 35% y hasta menos de la mitad hacia el día 9 de muestreo 

(0,64 ng/µl). A partir del día 9 hasta el final del ensayo no se observó diferencia 

significativa en la concentración de ADN amplificada. En cuanto al ADN amplificado en 

las raíces de las plantas de pimiento inoculadas con formulación en base de alginato, se 

observó un mínimo a las 4h de inocular (0,42 ng/µl), lo que supuso la mitad de 

concentración amplificada respecto a las raíces inoculadas en formulación líquida. En el 

muestreo del día 1, la concentración de ADN amplificada fue un 30% inferior en las raíces 
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inoculadas con formato líquido. A partir del día 2 de muestreo no se observaron 

diferencias significativas respecto al resto de días de muestreo en cuanto al ADN 

amplificado, observándose el máximo el día 10 de muestreo con 1,72 ng/µl. La 

concentración de ADN amplificada de las raíces inoculadas con formato en base de 

alginato no presentó diferencia significativa con la amplificada de raíces inoculadas con 

formato líquido entre los días 2 y 5 de muestreo, mientras que los días 6-7 de muestreo la 

concentración amplificada fue de un 25-35% mayor respecto a la amplificada en raíces 

inoculadas con formulación líquida. Desde el día 8 de muestreo, hasta el final del ensayo, 

la concentración de ADN amplificada en las raíces inoculadas con formato en base de 

alginato fue de 2 a 3 veces superior a la amplificada de raíces inoculadas con formato 

líquido (figura 132). 

 

 

Figura 132. Seguimiento de Microbacterium sp. 3J1-GFP en plantas en macetero 

con inoculante por RT-qPCR. Se muestra la concentración de ADN amplificado 

(ng/µl) a lo largo de los 14 días de muestreo para la formulación en líquido (azul) y en 
alginato (verde). 
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Las interacciones positivas entre planta y microorganismo pueden resultar en una  

promoción del crecimiento de la planta cuando ésta crece en condiciones normales, así 

como en una protección frente al estrés cuando la planta crece en presencia del estrés en 

cuestión. En esta tesis se analizaron inicialmente tanto los efectos en la promoción del 

crecimiento, como la protección frente a la desecación en distintos cultivos de plantas por 

una colección de cinco microorganismos especialmente tolerantes a la desecación 

aislados previamente en nuestro grupo de investigación (Microbacterium sp. 3J1, 

Arthrobacter koreensis 5J12A, Arthrobacter siccitolerans 4J27, Rhodococcus sp. 4J2A2 

y Leucobacter sp. 4J7B1) (Narváez-Reinaldo et al., 2010). En este estudio se incluyó 

igualmente la cepa Pseudomonas putida KT2440, porque se ha descrito previamente 

como una BPCP sensible a desecación (Manzanera et al., 2002, Nelson et al., 2002, 

Planchamp et al., 2014) así como la cepa Achrombacter piechaudii 366-5 por su 

capacidad de proteger plantas contra la sequía (Mayak et al., 2004). Así, en este trabajo 

hemos establecido una correlación entre la tolerancia a la sequía de la cepa inoculante y 

la protección que ésta realiza sobre las plantas, ya que las cepas que muestran la mayor 

tolerancia a la desecación, también fueron las que mayor grado de protección contra la 

sequía mostraron sobre las plantas estudiadas. Por otra parte el hecho de que ciertos 

cultivos, como el maíz o el pimiento, queden protegidos contra la sequía en presencia de 

ciertas cepas xerotolerantes como Rhodococcus sp. 4J2A2, mientras que en el caso de 

otros cultivos como el tomate no queden protegidos contra la sequía por esta cepa, indica 

que, en las condiciones ensayadas, podemos encontrar distintos tipos de interacciones 

dependiendo de la planta utilizada. Esto sugiere que ciertas plantas se consideren más 

preparadas para la interacción con determinadas cepas xerotolerantes. De igual modo, se 

comparó la capacidad de proteger cultivos contra la sequía por cepas taxonómicamente 

cercanas a las cepas Microbacterium sp. 3J1, y A. koreensis 5J12A para identificar si el 

efecto protector era una característica particular de la cepa aislada o si compartían dicha 

capacidad con cepas estrechamente relacionadas a nivel taxonómico. Se seleccionaron 

estas dos cepas al ser las que presentaron mejores resultados tanto en la promoción del 

crecimiento, como en la protección frente a la sequía en plantas. Las cepas 

taxonómicamente más cercanas a ambas se seleccionaron en base a la secuencia del gen 

16S rRNA. Como resultado de este análisis se observó que tanto la promoción del 

crecimiento de la planta, como la protección contra la sequía de la misma, no están 

definidas por la clasificación taxonómica del microorganismo, sino más bien por el nivel 

de tolerancia de la bacteria frente a la sequía. Para una mayor seguridad en este respecto, 
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sugerimos la realización de este estudio con un mayor número de microorganismos BPCP 

con capacidad de proteger a plantas contra la sequía.  

Se han descrito diversos mecanismos por los cuales las bacterias pueden proteger a las 

plantas contra la sequía. Para identificar a qué nivel se estaba produciendo este efecto de 

protección de la planta contra la sequía analizamos las moléculas más comúnmente 

descritas en estos procesos de protección de las plantas contra la sequía por 

microorganismos. Algunos de estos mecanismos son la producción de ciertas 

fitohormonas (IAA, GA3, ABA, y SA), el consumo de ACC, la producción de moléculas 

antioxidantes que participan en la prevención y reparación del daño causado por especies 

reactivas del oxígeno (ROS) (por ejemplo a través de actividad superóxido dismutasa y 

catalasa), así como la producción de moléculas xeroprotectoras, como la trehalosa, 

implicadas en la protección de biomoléculas esenciales (Marulanda et al., 2009, 

Rodriguez-Salazar et al., 2009, Sandhya et al., 2010, Julca et al., 2012, Daszkowska-

Golec & Szarejko, 2013, de Ollas et al., 2013, Akter et al., 2014, Fayez & Bazaid, 2014). 

Para identificar a qué nivel estaba actuando la bacteria sobre la planta en su protección 

contra la sequía, se analizó la producción de estas moléculas y se realizó un análisis de la 

correlación de la covarianza (ANCOVA) de dichas producciones respecto al estado 

fisiológico de la planta a través de su peso (PS, PF y PTT), de su tamaño (longitud del 

tallo y de la raíz), así como del contenido hídrico (CRA, PAR e IRA). Con dicho estudio 

se pudo identificar que la concentración de trehalosa producida por las células 

microbianas es el parámetro bioquímico que mayor efecto produce sobre el estado 

fisiológico de la planta. Así, este análisis indica que la mayor producción de trehalosa 

producida por la cepa Microbacterium sp. 3J1, se asocia al mayor valor en los parámetros 

fisiológicos vegetales citados anteriormente. Esto es, la concentración de trehalosa y los 

valores fisiológicos indicados presentaban coeficientes de determinación (R2) muy 

cercanos a 1. Por otra parte, también se observó una gran correlación entre la producción 

de trehalosa por P. putida KT2440 (cepa sensible a la desecación), y los valores 

fisiológicos que alcanzó la planta con dicho inoculante en condiciones de sequía, lo que 

refuerza la correlación positiva entre ambos. Esta correlación entre la producción de 

trehalosa por parte del microorganismo y el peso, tamaño y contenido hídrico de las 

plantas en condiciones de sequía se mantuvo para todas las cepas estudiadas al contrario 

de lo ocurrido con la producción de fitohormonas, moléculas antioxidantes o consumo de 

ACC, donde alguno de los microorganismos no presentó la correlación mencionada. 
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Todos los aislados utilizados en este trabajo pertenecen al grupo de las Actinobacterias. 

Esto puede deberse a la mayor abundancia en los suelos de este grupo en especial en 

condiciones de estrés por sequía, ya que las bacterias de este grupo presentan una mayor 

tolerancia a estreses abióticos tales como la falta de agua, las temperaturas extremas y la 

falta de nutrientes, entre otras cosas gracias a su elevada producción de trehalosa (Deutch 

& Perera, 1992, Zevenhuizen, 1992). Especulamos que la alta tolerancia a la desecación 

del microorganismo, permite la selección del mismo en la rizosfera de la planta respecto 

a sus competidores en condiciones de sequía y esta supervivencia le permite a la bacteria 

establecer interacciones con la planta para más tarde desarrollar la protección de la misma 

frente a la falta de agua. A la luz de los análisis anteriores, esta relación entre la tasa de 

supervivencia de la cepa y la protección de la planta contra la sequía que muestra, estaría 

correlacionada con la capacidad de la célula microbiana para producir trehalosa. Así 

parece lógico proponer el uso de BPCP altamente tolerantes a la desecación para la 

protección de las plantas contra la sequía. Sugerimos por lo tanto que es la capacidad de 

producción de trehalosa del microorganismo la que determina el nivel de protección de 

éste sobre la planta. La trehalosa es una molécula conocida por su capacidad de estabilizar 

biomoléculas esenciales de las células, y se ha relacionado con la modulación del 

metabolismo de las plantas a través de la inducción de genes de respuesta al estrés, 

factores de transcripción y la mayoría de las proteínas quinasas reguladoras involucradas 

en la respuesta de la planta (Schluepmann et al., 2004). Bae y colaboradores encontraron 

que la adición exógena de 30 mM de trehalosa podía relacionarse con la regulación de la 

producción de etileno y de las vías de señalización del jasmonato en la planta (Bae et al., 

2005). La presencia de trehalosa parece estar también relacionada con la comunicación 

cruzada en la señalización de ABA en diferentes procesos fisiológicos, incluyendo la 

regulación de la apertura-cierre de los estomas (Gómez et al., 2010). Se comprobó así 

mismo que la inoculación de Medicago truncatula con la cepa Sinorhizobium meliloti, 

sobreproductora de IAA, se tradujo en una acumulación de trehalosa en la célula 

bacteriana y esto produjo una re-modulación del perfil de fitohormonas en la planta 

(Bianco & Defez, 2009). Estos trabajos muestran que existe un sistema de interacción 

entre la trehalosa, como factor externo estimulante, y el perfil de fitohormonas que se 

produce en la planta. Además, la adición de trehalosa exógena se ha asociado con la 

protección contra el daño oxidativo mediante la reducción de  ROS, el incremento de 

moléculas antioxidantes no enzimáticas, y la co-activación del sistema antioxidante y del 
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sistema de glioxalasa (implicado en la desintoxicación de ROS para reconstituir el 

glutatión reducido) (Mostofa et al., 2014). 

Gracias a la secuenciación del genoma de las cepas empleadas (Manzanera et al., 2014, 

Manzanera et al., 2015a, Manzanera et al., 2015b, Manzanera et al., 2015c, Manzanera 

et al., 2015d), hemos podido identificar con homología a los genes involucrados en la 

ruta de biosíntesis de trehalosa desde la glucosa-6-fosfato/trehalosa-6-fosfato (otsA-otsB). 

Además, también hemos detectado que, pese a estar presente en todos los aislados, la 

concentración de trehalosa observada en cada aislado era distinta. Esta ruta es la misma 

que emplean muchas de las plantas para la producción interna de trehalosa (Avonce et 

al., 2006). En el caso de la cepa Microbacterium sp. 3J1, ésta, es además capaz de 

producir trehalosa desde cualquier α-glucosa ya que dispone de la ruta treY-treZ en su 

genoma. Bien por mayor facilidad de acceso a sustratos, bien por su coste energético más 

eficiente, esta vía puede ser en parte la causante de una mayor producción de trehalosa 

por esta cepa, lo que se traduce en mejores resultados a nivel de protección de plantas 

frente a la sequía. En la actualidad estamos estudiando la diferente expresión de ambas 

rutas por parte del microorganismo cuando la cepa interactúa con la planta en condiciones 

de sequía en nuestro grupo de investigación. De igual modo, un mejor control sobre la 

regulación fitohormonas como el ABA en condiciones de sequía o de la producción de 

enzimas antioxidantes, hacen que esta cepa no sea sólo capaz de mostrarse eficiente en la 

protección frente a la sequía, sino que sea también capaz de estimular un mayor 

crecimiento vegetal. Se ha estudiado que, bajo condiciones de sequía, las plantas 

reguladas con ABA exógeno muestran una apertura y cierre de estomas más controlada y 

efectiva (uso más eficiente del agua) (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013). Teniendo 

en cuenta que, además, en los casos en los que no ha habido regulación positiva de la 

trehalosa aportada por microorganismos este control ejercido por ABA se perdía, todo 

parece indicar la necesidad de la trehalosa como regulador de esta fitohormona bajo 

dichas condiciones (Van Houtte et al., 2013). Los resultados de baja producción de 

trehalosa por algunas de las cepas podrían explicar una baja producción de ABA y que 

esto se haya traducido en un peor control sobre la apertura y cierre de los estomas. 

Para identificar qué otros mecanismos moleculares se activaban en la planta en presencia 

del microorganismo se estudió la variación en el perfil proteico, así como de los distintos 

metabolitos producidos, mediante técnicas de proteómica y metabolómica (Kiely et al., 

2006, Lim & Kim, 2013). Gracias a la identificación de estas proteínas y metabolitos 
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podemos proponer cuales son las rutas metabólicas que están involucradas a nivel de  

producción de fitohormonas, de moléculas xeroprotectoras y antioxidantes, así como las 

involucradas en señalización, rutas enzimáticas y respuestas moleculares durante la 

interacción planta-microorganismo en condiciones de sequía (Lim & Kim, 2013). Para 

realizar estos estudios se seleccionó a Microbacterium sp 3J1 como microorganismo 

modelo de protección de plantas frente a la sequía al mostrar los resultados más notables. 

Como planta modelo se empleó la planta del pimiento al ser la que presentó los resultados 

más reproducibles a lo largo de las repeticiones realizadas.  

La falta de bases de datos suficientemente completas impidió una caracterización 

completa del proteoma. Sin embargo la caracterización realizada alcanzó un porcentaje 

de identificación notable para lo considerado habitual con la técnica empleada, ya que 

logramos identificar 41 de 109 spots seleccionados en ensayos con plantas y con la cepa 

Microbacterium sp. 3J1 (35-40%, respecto al 20-30% habitual descrito en la literatura) 

(Kandasamy et al., 2009). En cuanto al metaboloma, se identificaron más de 150 

compuestos de manera fiable debido a la extensión de la base de datos con variantes de 

isoformas y derivados de compuestos recogida por el NIST98 (NIST, Gaithersburg, Md.) 

(Graber et al., 2010). 

La respuesta de las plantas ante estrés por sequía a niveles tanto proteómico como 

metabolómico es muy compleja (Kosova et al., 2011, Benešová et al., 2012). Las plantas 

responden al estrés mediante un ajuste progresivo de su metabolismo, con alteraciones 

metabólicas sostenidas, transitorias y de respuesta tanto temprana, como tardía (Liu & 

Bennett, 2011, Krasensky & Jonak, 2012, Muscolo et al., 2015). Por ejemplo, la planta 

produce una alta concentración de rafinosa y de prolina en sequía durante varios días en 

respuesta al aumento de la presión osmótica. Por otra parte el metabolismo central de 

carbohidratos cambia rápidamente de una manera compleja en función del tiempo que 

dura el periodo de sequía (Liu & Bennett, 2011, Krasensky & Jonak, 2012). Algunos de 

los cambios metabólicos de la planta en respuesta a la sequía ocurren también cuando ésta 

se incuba en presencia de alta concentración de sales, o a altas temperaturas, mientras que 

otros cambios son específicos de la sequía y no ocurren en otras condiciones (Obata & 

Fernie, 2012). Por ejemplo, la concentración de aminoácidos, azúcares y alcoholes 

normalmente aumentan en respuesta a diferentes condiciones de estrés (Krasensky & 

Jonak, 2012, Muscolo et al., 2015, Sun et al., 2015). Sin embargo observamos que las 

plantas inoculadas muestran un perfil metabólico y un perfil de proteínas específico para 
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resistir eventos de sequía. Por otro lado, la resistencia básica de la planta (independiente 

de la bacteria), aquella que cualquier planta es capaz de ofrecer con mecanismos no 

específicos, no fue suficiente para permitir su supervivencia durante el periodo estudiado, 

con lo que estas acabaron marchitándose (Liu & Bennett, 2011). Así, la inoculación con 

cepas tolerantes a la sequía indica que las BPCP son capaces de modificar la respuesta de 

la planta para mantener su homeostasis y evitar así los efectos de la sequía. (Kohler et al., 

2008, Bresson et al., 2013). 

De este modo, comparando el metaboloma de especies tolerantes al estrés por sequía, con 

el de especies sensibles al estrés, se observa que, en general, las plantas tolerantes al estrés 

tienen mayores concentraciones de metabolitos relacionados con dicho estrés en 

condiciones normales de crecimiento y que, en condiciones desfavorables acumulan 

grandes cantidades de metabolitos de protección, tales como prolina y azúcares no 

reductores solubles. Esto indica que su metabolismo basal se encuentra mucho mejor 

preparado para posibles condiciones de crecimiento adversas, probablemente debido a un 

largo periodo de adaptación de la especie al medio en que vive (Silvente et al., 2012, Yobi 

et al., 2012, Arbona et al., 2013, Muscolo et al., 2015). En el caso de plantas de pimiento, 

una especie no tolerante a la sequía (Alvino et al., 1994, Delfine et al., 2001), en ausencia 

de inóculo únicamente sintetizaban algunos osmolitos y metabolitos antioxidantes no 

específicos para tratar de mantener la estabilidad estructural y celular. Sin embargo, en 

las plantas de pimiento inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 se observaron 

mecanismos de tolerancia específicos como la producción de prolina, valina y de otros 

aminoácidos cuya concentración aumentó notablemente en comparación con la observada 

en las plantas no inoculadas. A nivel proteómico, se observó que la alta proporción de 

proteínas sobreexpresadas implicadas en la detoxificación de moléculas oxidantes  tipo 

ROS en plantas no inoculadas, se redujo cuando estas fueron inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1. 

Ambos análisis, proteómico y metabolómico, muestran que las plantas inoculadas 

presentan una mejor señalización para activar rutas metabólicas con objeto de mejorar su 

tolerancia, pero las plantas sin inocular solo expresan señales de alerta con poca mejora 

de la respuesta frente a la sequía. El ejemplo más claro lo encontramos en la señalización 

de GABA, la cual es casi inexistente en las plantas inoculadas, pero está muy activa en 

las plantas no inoculadas tanto a nivel proteómico como metabolómico. 
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En la mayoría de las ocasiones los metabolitos identificados corresponden al final de una 

ruta o son el resultado de la acumulación en un punto muy concreto de la misma. Las 

herramientas bioinformáticos de predicción de rutas metabólicas utilizadas (MeltDB o 

CARMEN del CeBiTec, Universidad de Bielefeld, Alemania) no resolvieron las rutas 

potenciales al faltar pasos en las mismas o identificar metabolitos implicados en múltiples 

rutas.  

De este modo, el análisis de rutas se llevó a cabo mediante análisis comparativo de 

aquellos compuestos identificados junto con el apoyo del genoma secuenciado tanto de 

la planta modelo (CapCyc (Pepper) de SolCyc – SGN, SOL Genomics Network 

(http://solcyc.solgenomics.net/, Thompson Institute for Plant Research, NY - USA) como 

del microorganismo inoculante empleados (depositado en la base de datos 

TBL/EMBL/GenBank con el número de acceso PRJEB8445 (ID: 285632). Partiendo de 

la predicción de rutas para el modelo vegetal, se compararon éstas, con las posibles rutas 

por las que el microorganismo podría mejorar la resistencia de la planta frente a la sequía. 

De este modo, se han analizado las rutas de resistencia frente al estrés por sequía. Entre 

los mismos destacan el estudio del ciclo del etileno, la producción de azúcares y 

osmorreguladores como la trehalosa, la producción de fitohormonas con efectos ante la 

sequía, las rutas de señalización rápida tanto específicas, así como las rutas del 

metabolismo básico (Gibson, 2004, Krasensky & Jonak, 2012, Obata & Fernie, 2012). 

En el caso del control sobre el ciclo de etileno, en plantas inoculadas con Microbacterium 

sp. 3J1, se acumulan moléculas reguladoras, de las que destacan algunas como la 

espermidina, la cual supone un desvío de la ruta a nivel de la S-adenosilmetionina (SAM), 

penúltimo paso del ciclo antes de producir etileno (Li et al., 2013). Pese a que SAM 

también puede verse acumulado por una sobreexpresión del ciclo de poliaminas (ciclo de 

la ornitina-citrulina-arginina) (Gill & Tuteja, 2010), resulta significativo que la 

acumulación de estos compuestos supere en casi 8 veces a los obtenidos en plantas no 

inoculadas. Además, otras moléculas del ciclo de Yang-etileno como la metionina, se 

reducen significativamente en plantas inoculadas respecto a las no inoculadas. Por otra 

parte, la acumulación de mio-inositol, junto con la SAM, da lugar a S-

adenosilhomocisteína (SAH), la cual se metaboliza para acumular adenosina en lugar de 

seguir el ciclo de Yang (Bohnert et al., 1995, Sengupta et al., 2008). Siguiendo esta ruta 

alternativa, se observó la acumulación de mio-inositol (precursor de compuestos 

http://solcyc.solgenomics.net/
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antioxidantes) en plantas inoculadas respecto a las no inoculadas. Además, las plantas de 

pimiento suelen emplear como sustrato la SAM para la síntesis de ácido sinápico, 

molécula importante en la comunicación planta-microorganismo en el suelo (Achnine et 

al., 2004). En relación a esta ruta, se observó una alta concentración de metabolitos 

intermediarios como el conilferaldehido, el sinapaldehido o el ácido felúrico, e incluso 

del propio el ácido sinápico en plantas inoculadas, así como de conilferaldehído y ácido 

felúrico en la cepa cultivada en presencia de PEG 50% (que simula un estrés severo por 

sequía), lo que indica la activación de la ruta de biosíntesis de estos compuestos.  

Por otra parte, en el genoma de la cepa Microbacterium sp. 3J1 existen genes que 

codifican para metiltransferasa dependiente de SAM, así como de enzimas metilasas y 

metiltransferasas, involucradas en el paso de SAM a SAH, intermediario en la ruta de 

producción de homocisteínas y adenosina (Weretilnyk et al., 2001) (figura 133). Esta ruta 

se detectó así mismo en el genoma del pimiento, sin embargo no fueron capaces de 

activarla bajo sequía. Se observa además que la adenina se concentraba también en la 

cepa bacteriana cuando se cultivaba con PEG 50%. Para esta misma condición, también 

se detectó una acumulación notable de homocisteína a nivel de cepa (no observado en 

planta), lo que puede indicar que el microorganismo acabe acumulando la homocisteína 

que debe estar produciendo la planta inoculada para corresponder a la concentración de 

adenosina detectados en la misma, evitando de este modo que se volviera a producir 

metionina a partir de dicho compuesto. Todo ello hace pensar que, mientras en las plantas 

sin inóculo se concentran los precursores del ciclo del etileno, en las plantas inoculadas 

se activan rutas alternativas que permiten controlar la concentración del mismo. 
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Figura 133. Posibles alternativas al ciclo de Yang mediadas por Microbacterium 

sp. 3J1. Se muestran las posibles salidas del ciclo de Yang cuando la planta fue 

inoculada con Microbacterium sp. 3J1. Las líneas rojas indican la ruta habitual en 

plantas en la producción de etileno; las líneas verdes indican las posibles rutas 

alternativas mediadas por el inoculante. 

 

La producción de xeroprotectores (solutos compatibles implicados en la protección de 

biomoléculas esenciales contra la sequía), coincide en múltiples ocasiones con la 

producción de osmoprotectores y osmoregulatores (solutos compatibles implicados en la 

protección contra la alta concentración de sales). Sin embargo, no todos estos osmolitos 

tienen la misma efectividad, y las plantas tolerantes a la sequía han desarrollado rutas que 

les permiten producir varias moléculas con el fin de responder más eficientemente a la 

situación estresante (Boyer & Meyer, 1980, Obata & Fernie, 2012, Fraire-Velázquez & 

Balderas-Hernández, 2013, Muscolo et al., 2015). Algunas de dichas combinaciones son 

específicas para cada especie vegetal, pero la mayoría de estos metabolitos tienen otras 

funciones en el desarrollo de la planta en ausencia de estrés (Morgan, 1983, Obata & 

Fernie, 2012). Además, estos compuestos pueden a su vez estar involucrados en el 
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mantenimiento y recuperación de estructuras celulares (paredes, membranas u orgánulos) 

o en la eliminación de especies reactivas del oxígeno (Manivannan et al., 2008). Por otra 

parte, estas combinaciones pueden verse modificadas por agentes externos como 

microorganismos rizosféricos (Lim & Kim, 2013). Dichas modificaciones vienen dadas 

por el aporte de enzimas por parte del microorganismo, que modifican las rutas 

metabólicas en la planta hospedadora, por el consumo de compuestos producidos por la 

planta o incluso por el aporte directo de sustratos o metabolitos intermediarios que 

permiten emplear los recursos de las plantas de manera más eficiente (Kohler et al., 2008, 

Iturriaga et al., 2009, Ashraf, 2010). 

Así, el análisis de los metabolitos producidos en las raíces de las plantas de pimiento no 

inoculadas muestra que se produjeron metabolitos y enzimas poco específicos pudiendo 

estar involucrados en la tolerancia frente a la sequía. Las enzimas sobreproducidas fueron 

la fructosa-bifosfato aldolasa (implicada en la síntesis de gliceraldehído-3-fosfato) o la 

NAD malato deshidrogenasa (catálisis de malato a oxalacetato, osmolito del metabolismo 

central). Por otra parte, los metabolitos identificados fueron en su mayoría intermediarios 

del metabolismo central que se acumulan en situaciones estresantes como la eritrosa-4-

fosfato, la histidina, el glicerato o el cetoglutarato (Boyer & Meyer, 1980, Chaves et al., 

2009, Arbona et al., 2013). 

Sin embargo, cuando las plantas de pimiento estaban inoculadas con Microbacterium sp, 

3J1, la composición de reguladores osmóticos fue muy compleja, mostrando gran 

cantidad de metabolitos específicos como la citrulina-arginina-ornitina (todos implicados 

en rutas importantes de respuesta a estreses abióticos) (Muscolo et al., 2015), la trehalosa, 

la rafinosa, el manitol, el piruvato o el malato. Algunos de estos metabolitos son 

moléculas antioxidantes o reguladores de las estructuras celulares, pero a diferencia con 

las plantas no inoculadas existe una especificidad de acción de las mismas o una 

especificidad en su síntesis, que no corresponde con la del metabolismo primario, sino 

con mecanismos especializados para tolerar el estrés por sequía (Boyer & Meyer, 1980, 

Manivannan et al., 2008). Las diferencias encontradas cuando las plantas están inoculadas 

vienen dadas por la distinta concentración de dichas moléculas producidas en presencia 

del microorganismo. Destacamos que muchos de estos compuestos tienen más de una 

función involucrada en la resistencia a la sequía, potenciando su eficacia al actuar a varios 

niveles (Morgan, 1983, Manivannan et al., 2008).  
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El malato es otra molécula importante como agente osmoprotector y regulador de 

moléculas reactivas del oxígeno. La ruta metabólica de producción de malato no es una 

ruta del metabolismo primario (Guicherd et al., 1997). En la planta inoculadas con 

Microbacterium sp. 3J1, se observa una mayor concentración de esta molécula tanto por 

análisis de proteómica como de metabolómica. Por otra parte, destacamos especialmente 

la producción de trehalosa como agente regulador osmótico (Iturriaga et al., 2009). Las 

moléculas de trehalosa se encuentran en una concentración 80 veces mayor en plantas 

inoculadas que en las no inoculadas. Esta mayor concentración, puede deberse al aporte 

directo por parte del microorganismo, que activan dicha ruta en condiciones de estrés, y 

al aporte por parte de la planta de los sustratos de la ruta como glucosa o fructosa (Liu et 

al., 2013, Vacheron et al., 2013). Como se ha comentado la planta C. annuum presenta 

los genes otsA y otsB codificantes para la trehalosa-6-fosfato sintasa y trehalosa-6-fosfato 

fosfatasa, involucrados en la producción de trehalosa (figura 134). En este caso la 

trehalosa se sintetiza a partir de UDP-glucosa y la glucosa-6-fosfato a través de trehalosa-

6-fosfato, por la acción de las dos enzimas citadas.  

 

 

Figura 134. Ruta de producción de trehalosa en pimiento. Se muestra la ruta ostA-

ostB que emplean las plantas de pimiento para producir trehalosa. 
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La cepa Microbacterium sp. 3J1 además de la ruta ots presenta los genes treY y treZ como 

ruta alternativa, para la producción de trehalosa a partir de malto-oligosacáridos o α-1,4-

glucanos. De este modo, ante situaciones de estrés osmótico, como el provocado por la 

sequía, la cepa sería capaz de producir altas concentración de este compuesto desde una 

gran variedad de sustratos. Por estudios transcriptómicos llevados a cabo posteriormente 

en nuestro grupo, se ha detectado que las plantas no inoculadas produjeron mayor 

cantidad de trehalosa que las inoculadas, lo que sugiere que la producción de trehalosa en 

situaciones de estrés hídrico se debe principalmente a la cepa inoculante Microbacterium 

sp. 3J1, y más específicamente mediante la inducción del promotor de treS (figura 135) 

(García-Fontana, C., comunicación personal).  

De hecho, el análisis de metabolitos para el cultivo de la cepa con PEG, mostró que a 

bajas concentraciones de este compuesto (PEG 5%, que simula un estrés hídrico leve) se 

produce una liberación de trehalosa en el exterior celular (medio de cultivo), mientras que 

en concentraciones más altas (PEG 50%, que simulan un estrés hídrico intenso), la 

trehalosa se encuentra principalmente en el interior celular donde se encuentra en una 

concentración de hasta 6 veces mayor. Esto parece indicar que existe un sistema de 

protección temprano por el cual puede exportar trehalosa al exterior, mientras que ante 

situaciones de mayor estrés hídrico, el microorganismo trata de proteger su propia 

integridad celular reprimiendo la exportación de trehalosa.  

También se ha detectado una alta concentración de maltosa en plantas inoculadas, un 

precursor de una ruta alternativa en la producción de trehalosa que podemos encontrar en 

C. annuum llamada treS (De Smet et al., 2000). La maltosa acumula en el interior celular 

del microorganismo inoculante cuando éste se cultivó en presencia de PEG 50% (9,71 

mayor concentración que con PEG 5%). De este modo, la presencia de Microbacterium 

sp. 3J1 podría producir un aumento en la concentración de este en la planta, disponiendo 

de esta forma de una ruta más corta y eficiente para producir trehalosa, y regular las 

fitohormonas, como en el caso del ABA (De Smet et al., 2000, Bae et al., 2005, Iturriaga 

et al., 2009, Gómez et al., 2010). Sin embargo, para demostrar que esta ruta está 

funcionando en las células de la planta, sería necesario comprobar su actividad, mediante 

ensayos de RT-PCR del gen treS en condiciones de sequía tanto en presencia como en 

ausencia del microorganismo.   
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Figura 135. Producción de trehalosa en sequía. Propuesta de diferencias de 

producción de trehalosa en plantas no inoculadas (A) e inoculadas con Microbacterium 

sp. 3J1 (B) bajo condiciones de sequía. Las líneas rojas hacen referencia a las rutas 

seguidas por la panta; las verdes, a las rutas que sigue el microorganismo inoculante; y 

las naranjas, a las posibles rutas mediadas por la interacción. El grosor de las líneas 

hace referencia a la aportación que cada ruta en base a estudios de transcriptómica 

llevados a cabo en nuestro grupo (figura modificada de Koen et al. 2000). 

A 

B 
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Otra molécula xeroprotectora detectada es la rafinosa (Sziderics et al., 2010). Las plantas 

inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 presentaron 2 veces más concentración de 

rafinosa. Igualmente se detectó una concentración de rafinosa 4 veces mayor en el 

sobrenadante de los cultivos de la cepa Microbacterium sp. 3J1 cuando esta se cultivó 

con PEG 50% respecto a los cultivos con PEG 5%. También se observó mayor 

concentración de otros compuestos osmorreguladores como el mio-inositol (Boyer & 

Meyer, 1980, Morgan, 1983). En base a los metabolitos identificados sugerimos que la 

ruta más probable para la producción de mio-inositol en plantas de pimiento requiere de 

metabolitos intermediarios como la glucosa-6-fosfato y el mio-inositol fosfato (figura 

136). La concentración de ambas moléculas y del propio mio-inositol aumentó tanto en 

el sobrenadante de cultivos de Microbacterium sp. 3J1 con PEG 5%, como en el interior 

celular de la cepa en cultivos con PEG 50%. Dado que uno de los componentes más 

costosos de obtener desde el punto de vista energético es la glucosa-6-fosfato y las plantas 

inoculadas producen 10 veces más dicha molécula respecto a las no inoculadas, parece 

que la planta  pudiera estar acumulando intermediarios para facilitar la producción a la 

cepa bacteriana y que ésta le permita a su vez acumular a la planta el mio-inositol, 

suponiéndole un ahorro energético significativo. 

 

Figura 136. Ruta de producción de mio-inositol en pimiento. Se muestra la ruta para 

producir mio-inositol en plantas de pimiento desde G-6P y con mio-inositol-P como 

intermediario único. 

 

También se observó un aumento en la concentración de prolina de hasta 5 veces superior 

tanto en sobrenadante como en el interior celular de Microbacterium sp. 3J1 cuando éste 

se cultivaba en presencia de PEG 50% respecto a los cultivos con PEG 5%. Además 

identificamos en el genoma de Microbacterium sp. 3J1 la presencia de genes con 

homología al gen codificante para el enzima prolina deshidrogenasa, involucrado en la 

biosíntesis de prolina (Manzanera et al., 2015d). Otros compuestos involucrados en la 

ruta de producción de prolina en plantas de pimiento, como los del complejo citrulina-

arginina-ornitina, que hemos mencionado anteriormente (figura 137), se encontraron en 

una concentración 5 veces superior en el sobrenadante de cultivos del inoculante 
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cultivado con PEG 50%. Por otra parte el compuesto glutamato, subproducto de esta ruta, 

se encontró en una concentración 4,26 veces superior en cultivos de la cepa con PEG 5%. 

La presencia de estos compuestos parece indicar que la planta está produciendo prolina 

con la ayuda de intermediarios generados por el microorganismo.  

 

Figura 137. Ruta de producción de prolina en pimiento. Se muestra la ruta principal 

de producción de prolina a partir de arginina y los pasos de citrulina y ornitina en plantas 

de pimiento. Las líneas azules indican la ruta habitual en plantas de pimiento; las verdes 

indican los compuestos que se ven incrementados cuando las plantas fueron inoculadas 

con Microbacterium sp. 3J1. 

 

Las fitohormonas están relacionadas con el control de procesos de crecimiento, desarrollo 

y floración en situaciones no estresantes (Kang et al., 2002, Daszkowska-Golec & 

Szarejko, 2013). Además, ante procesos de estrés abiótico muchas de ellas juegan papeles 

importantes, tanto para evitar las pérdidas de agua como para reducir el crecimiento de 

las plantas (evitan la aparición de raíces secundarias, de hojas y crecimiento del tallo), 

pudiendo sin embargo llegar a poner en riesgo en algunos casos la viabilidad de la planta 

a medio-largo plazo (Yang & Hoffman, 1984, Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013). 

Algunas de estas fitohormonas  regulan la respuesta de la planta a la sequía mediante 

procesos de resistencia a sequía, como en el caso de las auxinas, cuya regulación radicular 

permite acceder a fuentes de agua poco accesibles (Gibson, 2004, Tanimoto, 2005, de 

Ollas et al., 2013). Normalmente las fitohormonas que limitan el crecimiento son más 

frecuentes en las plantas que no están bien adaptadas a la sequía. Este mecanismo suele 

ser insuficiente para sobrevivir a sequías prolongadas; las fitohormonas que regulan la 

resistencia de las plantas, principalmente influyen sobre la gestión del agua y permiten 

un uso eficiente de la misma (Vandeleur et al., 2009, Bano & Yasmeen, 2010). Algunos 

microorganismos del suelo modifican las rutas de varias de estas fitohormonas para 

mejorar la resistencia de la panta a la falta de agua (Dimkpa et al., 2009).  
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Como ya hemos visto en el Capítulo 1, Microbacterium sp. 3J1 es capaz de producir 

multitud de fitohormonas para la promoción del crecimiento de la planta, así como para 

la protección de estas plantas contra la sequía. A través de estudios metabolómicos hemos 

observado que la producción fitohormonas más relevantes en procesos de estrés abiótico 

se ve alterada por la presencia del inoculante bacteriano en condiciones de sequía. De 

entre éstas destacamos a las auxinas, cuyo precursor principal, el triptófano (figura 2), se 

encontró en una concentración 1,5 superior en plantas inoculadas. Además, el triptófano 

se identificó en una concentración 11 veces superior cuando se cultivó la cepa con PEG 

50%. También se observó una alta concentración de shikimato en plantas inoculadas (casi 

el doble que en plantas no inoculadas), el cual es el principal precursor del ácido salicílico, 

potente antioxidante bajo condiciones de estrés abiótico (Fayez & Bazaid, 2014, Miura 

& Tada, 2014). Dicha concentración de shikimato también se detectó en el sobrenadante 

de cultivos de la cepa Microbacterium sp. 3J1 con PEG 5%. 

En la mayoría de estos casos, la planta acumula metabolitos que el microorganismo puede 

utilizar como substratos de rutas biosintéticas de moléculas reguladoras implicadas en 

respuesta a estrés (Liu et al., 2013, Vacheron et al., 2013). En este sentido, las plantas 

inoculadas mostraron una alta concentración de moléculas que podrían exudar para 

beneficiar a los microorganismos inoculantes. Destacamos la producción de las moléculas 

implicadas en la producción de energía (manitol, glicerol-3-P, glicerato-3-P, fructosa-6-

P, glucosa-6-P, gluconato-6-P, ribosa-5-P, xilosa, fructosa, galactosa, melibiosa, maltosa, 

y celobiosa entre otros) o las implicadas en la producción de metabolitos primarios del 

microorganismo (alanina, valina, arginina, tirosina, adenosina, o uracilo entre otros). 

Estas moléculas actúan como atrayentes del microorganismo y facilitan las funciones al 

inoculante, mejorando la velocidad de intercambio y señalización de la interacción 

permitiendo una retroalimentación positiva en el proceso de colonización por 

Microbacterium sp. 3J1 (Rudrappa et al., 2008, Yuan et al., 2015). 

La producción de fitohormonas está finamente regulada por el estado fisiológico de la 

planta. La eficacia del sistema de señalización de la planta ante el estrés por sequía es 

clave cuando la sequía es prolongada (Zhu, 2002). De hecho, las plantas más tolerantes 

son también aquellas con sistemas de señalización a la sequía más eficaces y más rápidos 

(Kuromori et al., 2014). En las raíces inoculadas identificamos mayor concentración de 

moléculas como la valina, la leucina y la adenosina, las cuales se encuentran en alta 

concentración en plantas tolerantes a la sequía (Manivannan et al., 2008). También se 
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identificó una alta concentración de cis-asconitato, el cual es la isoforma de la molécula 

de asconitato en situaciones de estrés y que actúa como molécula de señal de las mismas; 

además influyen en el ciclo del citrato (Zhu, 2002). Por otra parte, la glucosa-6-fosfato se 

identificó en alta concentración un efecto que se ha descrito que ocurre cuando se dan 

aportes externos de ABA. Además hay otras moléculas, como hemos visto en el caso de 

los azúcares, que podrían considerarse como moléculas de señal externas para atraer y 

promover el crecimiento de microorganismos beneficiosos del suelo (Vacheron et al., 

2013). Destacamos la alta concentración detectada de ácido sinápico. El ácido sinápico 

se ha descrito como molécula señal para atraer microorganismos simbiontes beneficiosos 

por parte de la planta (Mandal et al., 2010). 

En las raíces no inoculadas, se identificaron otras moléculas señal, la mayoría de las 

cuales forman parte de los sistemas de control de la homeostasis. De entre estas moléculas 

se identificó una concentración especialmente alta de serina y de histidina  las cuales 

participan en la señalización del cierre de los estomas mediante regulación de CK/ABA 

(Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013). También se identificó una alta concentración de 

naringenina, represor del desarrollo de raíces laterales (Lee, 2008). Además se detectó 

una alta concentración de ribosa, la cual regula la ruta del ABA (Puce et al., 2004). 

Destacamos la reducción en la concentración de GABA en presencia de Microbacterium 

sp. 3J1, ya que esta molécula señal se produce inicialmente como osmolito mientras se 

encuentra en una concentración relativamente baja. Sin embargo en alta concentración el 

GABA, activa la producción de etileno, lo que ocurre cuando la sequía se prolonga en el 

tiempo. Un aumento en la concentración de etileno condicionado por la alta concentración 

de GABA desequilibra la homeostasis de la planta (Kathiresan et al., 1997, Roberts, 2007, 

Akcay et al., 2012). Destacamos en este sentido, que a través del análisis del proteoma de 

las plantas no inoculadas, también hemos identificado una mayor producción de la enzima 

gamma-aminobutírico transaminasa 3 cloroplastídica, implicada en la tolerancia básica y 

en la señalización de estrés abiótico (Kathiresan et al., 1997, Roberts, 2007, Akcay et al., 

2012).  

A partir del genoma de Microbacterium sp. 3J1, se han identificado los genes con 

homología con los codificantes para enzimas que participan en la biosíntesis de 

fitohormonas que regulan el crecimiento de la planta y la protección de la misma frente a 

la sequía (Manzanera et al., 2015d). Hemos demostrado el correcto funcionamiento de 

algunas de estas rutas mediante ensayos bioquímicos, como por ejemplo para la 
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producción de auxinas, giberelinas, ácido salicílico, ácido abscísico o etileno. Aunque no 

se estudiara la producción de otras fitohormonas, también hemos encontrado en el 

genoma de Microbacterium sp. 3J1 secuencias con homología a genes que participan en 

la producción de estrigolactonas, citoquininas, ácido jasmónico y brasinoesteroides, las 

cuales también participan en la respuesta a la sequía por parte de la planta (Daszkowska-

Golec & Szarejko, 2013, de Ollas et al., 2013). Para proponer la existencia de una ruta 

utilizamos la información presente en la base de datos KEGG, de manera que la ruta 

propuesta puede presentar variaciones con respecto a la ruta real presente en el 

microorganismo. Pese a todo, existen en la mayoría de los casos suficientes genes 

identificados codificantes para enzimas involucradas en la biosíntesis de fitohormonas lo 

que sugiere la existencia de estas rutas. Las diferencias detectadas respecto a los genomas 

de las cepas A. koreensis 5J12A, Rhodococcus sp. 4J2A2, A. siccitolerans 4J27 y 

Leucobacter sp. 4J7B1 en dichas rutas son mínimas, hecho que concuerda con la 

detección de las distintas fitohormonas analizadas en el Capítulo 1. La producción de 

fitohormonas como IAA, ABA, GA3 o SA, involucradas en la tolerancia frente a la sequía, 

parecía ser la responsable de los distintos niveles de protección de plantas frente a la 

sequía mostrada por las cepas estudiadas. Sin embargo, la cepa P. putida KT2440, que 

también las producía e incluso en mayor concentración, era muy sensible a la desecación 

y no protegía a las plantas modelo empleadas frente a la sequía. Esto nos llevó a pensar 

que, además de la producción por el microorganismo se ha de establecer una 

comunicación con la planta que haga efectiva esta protección. Esta comunicación, como 

se ha indicado anteriormente, parece estar condicionada por la producción de trehalosa, 

lo que condiciona tanto la supervivencia de la bacteria como la respuesta eficaz por parte 

de la planta (figura 138)
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Figura 138. Rutas predichas para fitohormonas desde el genoma de Microbacterium sp. 3J1. Se muestra las rutas propuestas empleando la base de datos de KEGG y resaltando en azul aquellas que podrían seguirse en la biosíntesis de fitohormonas respecto 

a la base genética de la cepa analizada. Las líneas azul claro indican la ruta del metileritritol fosfato y las naranjas, la ruta del ácido mevalónico (rutas de conexión en la biosíntesis de fitohormonas). 
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La sequía también produce daños por estrés oxidativo sobre las plantas. Los agentes 

oxidantes provocan daños en la cadena respiratoria, alteran las rutas metabólicas, y 

afectan a la estabilidad del genoma, de las membranas y de los orgánulos de la planta 

(Mittler, 2002, Cruz de Carvalho, 2008). A través de los estudios de proteómica y 

metabolómica hemos encontrado en plantas no inoculadas una alta concentración de 

enzimas involucradas en aliviar los efectos oxidantes como la glutatión S-transferasa, 

varios tipos de ATPasas (tanto en cloroplastos, como en mitocondrias), o la nucleósido 

difosfato quinasa (Gray et al., 2004, Cruz de Carvalho, 2008). La concentración de estos 

enzimas se reduce drásticamente en plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1. La 

mayoría de estos mecanismos consiste en acumular enzimas involucrados en procesos 

respiratorios básicos para limitar los procesos de catálisis y de formación de radicales de 

oxígeno (Mittler, 2002). Por otra parte, se detectó también una alta concentración de 

metabolitos involucrados en la neutralización de radicales libres. Algunos de los 

metabolitos con mayor concentración en las plantas no inoculadas son el ácido cinámico, 

ácido glucurónico o el cetoglutarato, los cuales son osmoreguladores y reguladores de 

estructuras celulares, formando parte del metabolismo primario de la célula (Gray et al., 

2004). 

La presencia de Microbacterium sp. 3J1 en plantas de pimiento, se traduce en una 

reducción de la concentración de moléculas antioxidantes, como las tras-chalconas, la 

diadzeina, la epicatequina, la apigenina, o la tirosina. Estas moléculas le permiten a la 

planta neutralizar las especies reactivas de oxígeno de forma más rápida (Bettaieb et al., 

2011). La alta concentración de la trans-chalcona, de glicerato, de ácido felúrico o de 

fosfoenolpiruvato en Microbacterium sp. 3J1 en condiciones de estrés hídrico (cultivado 

en presencia de PEG 50%) previene y neutraliza la actividad de reactivos oxidantes 

(Yildiz-Aktas et al., 2009, Bettaieb et al., 2011). También se identificaron dos enzimas 

precursoras de moléculas antioxidantes fenólicas como fueron la polifenol oxidasa y el 

precursor de la polifenol oxidasa cuando la planta se inoculó con Microbacterium sp. 3J1 

en condiciones de sequía (Bettaieb et al., 2011).  

En las plantas no inoculadas se identificó una alta concentración quitinasas, las cuales 

reducen el tamaño de las estructuras celulares, así como disminuyen la tasa de división 

de las estructuras celulares (Cruz de Carvalho, 2008). También se identificó un aumento 

en la concentración de metabolitos como el ácido ß-aminoisobutírico, el sinapaldehido y 

el ácido p-cumárico, todos ellos compuestos relacionados con el adelgazamiento y la 
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rigidez en las estructuras celulares vegetales. Este adelgazamiento o exceso de rigidez en 

las estructuras de sujeción, dificulta el tránsito de nutrientes y de agua y compartimentan 

significativamente la planta (cuanto más estanco y menor difusión, más lenta es la 

respuesta fisiológica de la planta), impidiendo una respuesta integrada (Bacelar et al., 

2006). Por el contrario, las plantas inoculadas con Microbacterium sp. 3J1 se encuentran 

muchos más agentes reguladores de estructuras celulares específicos capaces de mantener 

la integridad de las membranas y paredes celulares incluso en condiciones de estrés 

hídrico. Algunos de los compuestos detectados fueron la trehalosa, el conilferil-aldehido, 

el ácido felúrico, el siringaldehido o el ácido glucurónico que incrementan la flexibilidad 

de los tallos, la permeabilidad de las pareces y membranas celulares y el crecimiento 

general de las plantas, facilitando intercambios de manera integral de nutrientes y agua 

en toda la planta (Alvarez et al., 2008, Whitmore & Whalley, 2009).  

Muchos de estos compuestos se identificaron también en los sobrenadantes de cultivos 

de Microbacterium sp. 3J1 con PEG 5%, tales como el ácido felúrico, el sinapaldehído, 

el conilferaldehído o el ácido glucurónico, lo cual supondría que a niveles bajos de estrés 

por sequía, ya comienzan a producirse dichos compuestos para mejorar la tolerancia. En 

interior de las células de Microbacterium sp. 3J1 cultivado con PEG 50% también se 

encontraron mayores concentraciones de ácido glucurónico y de conilferaldehído, con lo 

que dichos compuestos parecen acumularse bajo condiciones más severas de sequía para 

proteger estructuras y mejorar la permeabilidad celular. Así, parece que la acción del 

inoculante es capaz de acumular reguladores de las estructuras celulares frecuentes en la 

resistencia en situaciones de sequía, algo que la planta por sí sola no es capaz de producir 

en cantidad suficiente debido probablemente a las condiciones impuestas por dicho estrés 

(Gururani et al., 2013, Islam et al., 2014) (figura 139). 
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Figura 139. Ruta de los ácidos felúrico y sinápico. Se muestra la ruta propuesta de 

producción de ácidos que regulan estructuras celulares partiendo desde el 

conilferilaldehído en interacción planta-microorganismo. 

 

Una vez caracterizada la maquinaria molecular por la que las bacterias tolerantes a la 

desecación protegen a las plantas contra la sequía, el paso siguiente consistió en ensayar 

su efecto en campo. Previo a su liberación hemos de garantizar que no causen efectos 

perjudiciales a los seres humanos, ni al medio ambiente, en ninguno de los distintos 

niveles tróficos del suelo. En la actualidad, no existe una regulación sobre las pruebas 

necesarias para evaluar la seguridad los microorganismos que se van a liberar de manera 

intencionada al medio ambiente. Así, proponemos un panel de pruebas y un sistema de 

evaluación para determinar el nivel de seguridad de las cepas que se van a emplear como 

inoculante. Este panel de pruebas se ha integrado bajo el denominativo Índice de 

Seguridad Ambiental y Humana (ISAH y EHSI en inglés de Environmental and Human 

Safety Index) para lograr un valor numérico de referencia sobre el posible impacto en la 

salud humana y en el medio ambiente causado por microorganismos que se pretenden 

emplear como BPCP o biofertilizante. Para validar la fuerza de este índice se compararon 
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los valores de ISAH con el resultado de los ensayos de patogenicidad en ratones de 

laboratorio. De esta forma pretendemos reducir la necesidad de utilizar modelos 

vertebrados para caracterizar la seguridad de los BPCP, cumpliendo con el principal 

objetivo de los comités bioéticos que marcan las políticas actuales y que se basan en las 

3Rs (Reducir, Reemplazar y Refinar los ensayos con vertebrados) que regulan el uso de 

animales de investigación (Festing 2008, Smith 2001). Estas pruebas podrían así mismo 

ayudar a los responsables políticos a desarrollar nuevas regulaciones comunes a nivel 

internacional.  

La naturaleza del ISAH es modular, lo que hace que sea fácil de intercambiar los ensayos 

que lo integran y valorar el efecto sobre organismos a ensayar en función del medio 

ambiente en el que se pretende liberar de forma intencionada el microorganismo en 

cuestión. Por ejemplo, si el ambiente muestra una especial sensibilidad de la población 

local de abejas, y no encontramos hábitats acuáticos en las cercanías de la zona donde se 

liberará el microorganismo, se puede intercambiar el ensayo en Daphnia por ensayos con 

abejas. Por lo tanto, consideramos el ISAH como una herramienta que puede adaptarse a 

las prioridades y las políticas locales. Además, este índice se puede utilizar para evaluar 

los riesgos potenciales asociados con microorganismos que podrían requerirse en el uso 

para otras aplicaciones biotecnológicas. Por ejemplo, dos de las cepas bacterianas 

empleadas como control en los ensayos, Pseudomonas putida KT2440 y Burkholderia 

cepacia CC-Al74, han sido propuestas para procesos de biorremediación de suelos 

contaminados, por lo que el índice ISAH podría emplearse para valorar el impacto de la 

liberación intencionada de microorganismos con otras funciones distintas a las BPCP. 

Para validar la fuerza del ISAH se empleó una colección de cepas BPCP suministrada por 

la empresa Investigaciones y Aplicaciones Biotecnológicas S.L. (IAB) sita en Montcada, 

Valencia, así como con otros microorganismos reconocidos como patógenos. Este 

análisis con una mayor variedad de microorganismos, nos permite identificar la capacidad 

del ISAH para dar valores intermedios resultando en un sistema gradual, con el cual 

podemos establecer el nivel de seguridad a través de la experiencia con determinados 

microorganismos ya caracterizados. A través del análisis con un mayor número de cepas 

tanto BPCP como no BPCP mediante esta metodología, podremos refinar el modelo para 

las futuras aplicaciones del ISAH y evaluar la calidad de esta herramienta. 
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Los modelos animales, tales como Caenorhabditis elegans, han sido fundamentales en 

los estudios de interacción entre los patógenos bacterianos y organismos superiores 

(Ruiz-Diez et al., 2003, Zachow et al., 2009). Así, por ejemplo, se ha usado la función 

Probit para cuantificar la virulencia de bacterias patógenas tales como Pseudomonas 

aeruginosa PA14 en C. elegans, siendo la mortalidad, el peso y el tiempo de desarrollo 

de C. elegans variables útiles para estudiar la patogénesis en los seres humanos (Darby et 

al., 1999, Ruiz-Diez et al., 2003). De igual modo se han estudiado modelos como E. 

foetida para evaluar la ecotoxicidad de sustancias que pudieran afectar al medio 

(Neuhauser & Callahan, 1990). En ambos modelos, las cepas xerotolerantes mostraron 

siempre un efecto mínimo, indicando que no se dan efectos tóxicos ni patógenos. En este 

índice se contempla el efecto sobre modelos de microbiota (tanto con Escherichia coli, 

como con Vibrio fisheri) tanto por el contacto directo en el ensayo con E. coli MC4100, 

como por moléculas secretadas al medio en el caso del ensayo con V. fisheri NRRL B-

11177. En ensayos como el llevado a cabo con C. elegans, las diferencias mínimas 

observadas en las cepas xerotolerante respecto a los valores típicos mostrados por las cepa 

control E. coli OP50, parece deberse a diferencias de palatabilidad o nutricionales más 

que a un efecto nocivo (OECD, 2004). Estos datos indican el efecto que las BPCP pueden 

provocar en la demografía de los organismos del suelo. El panel de pruebas contempladas 

en el cálculo del ISAH incluye pruebas propuestas por la Organización para la 

Cooperación y el Desarrollo Económicos (OCDE) para evitar el riesgo de pérdida de 

biodiversidad en los suelos debido al uso de biocidas, agentes tóxicos u otros agentes 

nocivos (OECD, 2004). También incluye ensayos con Adalia bipunctata y Chrysoperla 

carnea, para analizar el efecto que causan estos microorganismos sobre depredadores 

primarios, que se consideran como parte del control biológico de plagas natural del 

medioambiente. El estudio de las cepas xerotolernates con estos insectos indicó que no 

provocaban perjuicios ni a nivel de desarrollo de los insectos, ni a nivel de mortalidad de 

los mismos.  

Por otra parte, la influencia de las secreciones de sustancias al medio por parte de las 

cepas xerotolerantes mostró efectos diversos. En el caso de la sensibilidad de E. coli 

MC4100, el efecto observado fue mínimo, mostrando baja carga en metabolitos tóxicos 

o perjudiciales secretados por las cepas xerotolerantes. Sin embargo, algunas de las cepas 

bacterianas tales como Microbacterium sp. 3J1, Arthrobacter koreensis 5J12A y 

Arthrobacter siccitolerans 4J27 afectaron el metabolismo de D. maga y V. fischeri. El 
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hecho de que su efecto sea leve en estos ensayos y de que no afecten a otros organismos 

en el resto de ensayos nos indica que el nivel de seguridad llegaría a ser suficiente para 

ser liberados de forma intencionada. Otra de las ventajas de este índice consiste en que 

en casos como estos microorganismos que han mostrado cierto efecto negativo en algunos 

de los ensayos, permiten redefinir los ensayos para calcular la concentración del 

microorganismo, así como de los posibles ambientes afectados, y establecer planes de 

seguimiento una vez liberados (Berg et al., 2005, Berg, 2009). Hemos de tener en cuenta 

que la concentración de microorganismos utilizados en los bioensayos está muy por 

encima de las concentraciones a las que estos microorganismos se liberan al medio 

ambiente. Además tal y como hemos estudiado en el último capítulo de esta tesis, una vez 

liberados los microorganismos, existe un descenso de la concentración de los mismos 

debido a la pérdida de viabilidad de los mismos (Berg et al., 2005, Berg et al., 2005, 

Bergsma-Vlami et al., 2005, Berg, 2009). 

Dado que hemos establecer un valor de ISAH a partir del cual las cepas se consideren 

seguras, proponemos establecer el valor definido para la cepa B. cepacia CC-A174 que 

se estableció en aproximadamente la mitad del máximo valor posible de ISAH (49 para 

ser más precisos). Las cepas que presentan valores superiores a 49, o incluso con el valor 

máximo de 100 pueden producir cambios en el medio ambiente o en la salud humana, sin 

embargo, proponemos este índice como modelo, dado que hasta la fecha no existe ningún 

otro modelo que analice simultáneamente el efecto sobre todos los niveles de la cadena 

trófica del suelo (Bergsma-Vlami et al., 2005). En la actualidad hay abierto un profundo 

debate de las empresas del sector con las autoridades europeas para definir las pruebas 

necesarias que establezcan desde el punto de vista regulatorio si una cepa se puede 

emplear como BCPC. Las grandes empresas multinacionales del sector apuestan por 

establecer una serie de pruebas con un coste económico que otras empresas medianas y 

pequeñas del sector no podrían asumir, lo que monopolizaría el comercio de las bacterias 

promotoras del crecimiento de plantas en manos de las grandes empresas. Con esta 

propuesta evitamos el gran coste económico de las pruebas y evitamos los ensayos sobre 

vertebrados tal y como se recoge en la actualidad por el marco legal de la Unión Europea. 

En el caso de las cepas xerotolerantes analizadas (Microbacterium sp. 3J1, A. koreensis 

5J12A, Rhodococcus sp. 4J2A2, A. siccitolerans 4J27 y Leucobacter sp. 4J7B1) y en base 

a los criterios de ISAH establecidos se pueden considerar como seguras para su uso como 

inoculantes. Las cepas suministradas por IAB sirvieron para definir valores ISAH 
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intermedios para las BPCP empleadas a nivel comercial (Kriebel et al., 2001, Berg, 2009, 

Li et al., 2013).  

La clasificación de cepas microbianas en función de su ISAH, evita el uso de referencias 

por similitud taxonómica en base al 16S. Indicamos en este sentido que la proximidad 

taxonómica no siempre refleja la seguridad que una cepa presente, dado que distintas 

cepas de una misma especie pueden ser patógenas e incluso letales, mientras que otras 

son completamente seguras (baste poner como ejemplo la especie bacteriana más 

estudiada: E. coli).  

Pese a haber demostrados que las cepas xerotolerantes son seguras en base a los ensayos 

por ISAH, los resultados tanto de promoción del crecimiento como de protección contra 

la sequía en invernadero y en campo, fueron muy distintos de los observados en 

laboratorio. De este modo, la protección contra la sequía de Microbacterium sp. 3J1 y A. 

koreensis 5J12A, sobre el maíz empleando sustrato no estéril, fueron casi a la mitad 

respecto a los obtenidos en laboratorio, mientras que en ensayos de campo no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas con las plantas no inoculadas.  

Los ensayos realizados en invernadero y en campo se realizaron encapsulando a las cepas 

microbianas en formato seco en trehalosa recubierto por una envoltura de PVC 

(Manzanera et al., 2004). Pese a que las semillas encapsuladas garantizan un mayor 

contacto con las plantas a inocular, un mayor tiempo en el suelo y a que reducen la 

dispersión del inoculante (Kloepper & Schroth, 1981, Manzanera et al., 2004, Meldau et 

al., 2012), los resultados en los cultivos inoculados tanto con Microbacterium sp. 3J1 

como con A. koreensis 5J12A no mostraron los efectos deseados ni en condiciones de 

riego, ni bajo condiciones de sequía. Los cultivos inoculados con la cepa control de 

promoción del crecimiento vegetal, P. putida KT2440, tampoco mostraron los citados 

efectos. Proponemos que los diferentes resultados obtenidos en laboratorio y en campo 

resultan de las distintas condiciones de liberación, de la competencia y de la dispersión 

en sustratos naturales tal y como proponen otros autores (Liddell & Parke, 1989, 

Martínez-Viveros et al., 2010).  

En condiciones de invernadero, la temperatura, el grado de iluminación y la humedad 

están relativamente bien controladas. Sin embargo, los factores bióticos involucrados 

tanto a nivel del entorno en general, como del sustrato en particular, son escasamente 

controlables (Lambert & Joos, 1989, Lugtenberg et al., 2001, Beneduzi et al., 2012). 
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Tanto en condiciones de invernadero como de campo, se han descrito dificultades a la 

hora de aplicar cepas bacterianas como inoculantes con efectividad (Olmedo & Thuar, 

2000, Jarak et al., 2012). El efecto de los agentes biológicos del ambiente es uno de los 

factores más descritos en la pérdida de la eficiencia de un inoculante (Bashan, 1998, 

Benizri et al., 2001, Albareda et al., 2006). Los eventos de competencia, depredación y 

desplazamiento son comunes cuando los organismos del suelo no permiten el 

establecimiento y la distribución de la cepa inoculada en el conjunto de la población 

(Lambert & Joos, 1989, Lugtenberg et al., 2001). De este modo, protozoos, amebas y 

nematodos, entre otros, depredan poblaciones de bacterias (Ingham et al., 1985, Vargas 

& Hattori, 1986, Casida, 1989, Yeates et al., 1993). Las cepas bacterianas productoras de 

antimicrobianos controlan cambios poblacionales entre los microorganismos (Bergsma-

Vlami et al., 2005) y el conjunto de población fúngica, bacteriana y en general la 

microfauna nativa, compite por los recursos nutricionales y espaciales de forma más 

efectiva al estar más adaptados a las condiciones del medio (Bergsma-Vlami et al., 2005, 

Vacheron et al., 2013). La dispersión por lixiviación provocada por la irrigación del 

terreno es capaz de diluir demasiado los inóculos, impidiendo un número mínimo que 

garantice un buen contacto y colonización en la planta (Liddell & Parke, 1989). Esto 

supone un factor de impacto sobre la interacción muy importante, especialmente cuando 

se emplean cepas endofíticas o formadoras de biopelículas persistentes (Benizri et al., 

2001, Bianciotto et al., 2001, Albareda et al., 2006). 

Por último, la existencia en el medio de biocidas (fungicidas, bacteriocidas, fitocidas, 

antihelmínticos, etc.) y de otros productos fitosanitarios usados en agricultura, también 

afectan directamente a las cepas inoculantes (Schippers et al., 1987, Ahemad & Khan, 

2011). En el caso de los biocidas, se ha comprobado que muchos de ellos son tóxicos para 

cepas inoculantes, reduciendo su presencia en el medio o incluso el nivel de nodulación 

en plantas en su caso (Aggarwal et al., 1986). 

Para aumentar la eficacia del inoculante proponemos adaptar la formulación del mismo 

para aumentar su eficacia, permitiendo una liberación progresiva (Hale et al., 1979, 

Smith, 1995, Fernandes Junior et al., 2009). De igual modo, proponemos un aumento de 

la persistencia del inoculante en el suelo para evitar su dilución y dispersión por 

lixiviación (Liddell & Parke, 1989, Stephens & Rask, 2000, Xavier et al., 2004, Liu et 

al., 2010, Power et al., 2011). Por último, el agente portador (carrier en inglés) debe de 

poder aplicarse de manera sencilla y económicamente viable (Nelson, 2004, Xavier et al., 
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2004). Así, se eligió una formulación semisólida en base de alginato de sodio debido a 

los buenos resultados y por sus características mecánicas y estructurales. A esta 

formulación se le añadió leche desnatada en polvo como reconstituyente y trehalosa para 

mejorar la resistencia de las cepas. Esta formulación es biodegradable y no contiene 

sustancias tóxicas para el medio ambiente (Stephens & Rask, 2000, Nelson, 2004). Para 

definir la concentración de alginato de sodio adecuada y del resto de compuestos de la 

formulación, hubo que evaluar el tipo de contacto establecido, el tiempo mínimo de 

colonización, el tipo de interacción que se lleva a cabo (externa o interna), la formación 

de estructuras especializadas, el tiempo de persistencia en el medio, el tiempo de 

persistencia en la planta y la capacidad de multiplicación de la cepa (Burdman et al., 

2000, Benizri et al., 2001, Bianciotto et al., 2001, Albareda et al., 2006, Martínez-Viveros 

et al., 2010).  

La cepa inoculante Microbacterium sp. 3J1 establece una primera fase de contacto con la 

planta que parece ser inespecífica, por lo que parece requerir de una alta concentración 

de células en torno a la raíz al inicio de la inoculación. Tras aglutinarse las células en 

torno a los lugares específicos de contacto forma biopelículas, lo que le permite formar 

núcleos de células numerosos en torno a la raíz, mecanismo común tanto entre las cepas 

epifíticas como endófitas (Burdman et al., 2000, Bianciotto et al., 2001, Rudrappa et al., 

2008, Seneviratne et al., 2011, Yuan et al., 2015). Tras esta fase, la cepa comienza a 

establecerse bajo la epidermis radicular en gran número y, posteriormente, en torno al 

floema de la misma. Esta zona es especialmente importante para los intercambios de 

compuestos derivados de este tipo de interacciones, sobre todo en condiciones de estrés 

abiótico, ya que proporciona un contacto más rápido y fluido, así como una respuesta más 

eficaz de la interacción (Jiang et al., 2012, Vacheron et al., 2013). Este tipo de contacto 

e interacción requiere del mantenimiento de una concentración alta de células alrededor 

de las raíces, con lo que propusimos una concentración de alginato de sodio del 4% que 

permite una liberación amplia de células durante un mayor tiempo (Kostov et al., 2010, 

Seneviratne et al., 2011, Yuan et al., 2015). Esta nueva formulación se ensayó 

comparándose con la formulación en formato líquido en suelo natural, mostrando que era 

capaz de mantener los parámetros fisiológicos de la planta (peso fresco, peso seco, peso 

totalmente túrgido, contenido relativo de agua) obtenidos en condiciones controladas de 

laboratorio. 
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Para identificar la causa de la mejora de la formulación mediante esferas de alginato se 

siguió la supervivencia de la cepa en el tiempo mediante qPCR para comparar la 

formulación en líquido con la formulación en alginato ya que esta supervivencia 

determina la eficacia del inoculante (Lugtenberg & Kamilova, 2009, Martínez-Viveros et 

al., 2010). También se determinó la supervivencia en suelo y en combinación con la 

planta para estimar los ciclos de reinoculación que fuesen necesarios (Sessitsch et al., 

2013). La presencia de la cepa Microbacterium sp. 3J1, cuando se empleó formulación 

líquida tanto en suelo, como en las plantas, fue indetectable a partir de las dos semanas 

tras la inoculación, en coincidencia con la duración del efecto del inóculo sobre las 

plantas. Cuando Microbacterium sp. 3J1 se inoculó con el formato de alginato, se detectó 

al microorganismo hasta 4 semanas tanto en suelo, como en la planta. En cultivos como 

la soja, el arroz y el maíz tratados con BCPC con alginato se incluyen ciclos adicionales 

de reinoculación durante los periodos críticos del crecimiento de la planta, como son el 

desarrollo primario, la floración o la maduración de los frutos, mejorando la 

productividad del cultivo (Reddy, 2012, Sessitsch et al., 2013, Chibeba et al., 2015). 

La formulación óptima del inoculante mejora la viabilidad económica del producto 

(Stephens & Rask, 2000, Fernandes Junior et al., 2009, Kalaiarasi & Dinakar, 2015). La 

nueva formulación en base a alginato permite cubrir las células y mantenerlas viables más 

tiempo lo que favorece el establecimiento de la cepa (Nelson, 2004, Xavier et al., 2004).  

Por lo tanto, la mejora en la formulación de este inoculante dependerá del uso concreto 

que se le quiera dar a la cepa.  
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According to the studies carried out and data analyzed throughout this thesis, as well as 

the literature review performed, the following conclusions were obtained: 

 

1. Desiccation tolerant Plant Growth-Promoting Rhizobacteria Microbacterium sp. 

3J1, Arthrobacter koreensis 5J12A and Rhodococcus sp. 4J2A2 protect model 

plants from drought. The level of protection of the plant is correlated with the 

survival rate of the microorganisms against desiccation. And both the degree of 

desiccation tolerance of the microorganism and the drought protection generated 

over the plant are correlated with the ability of the microorganism to produce 

trehalose. 

 

2. The molecular mechanisms developed by Microbacterium sp. 3J1 to protect 

pepper plants from drought consists in the production of a specific response, and 

the silencing of the non-specific response of the plant to desiccation. The specific 

response includes the production of non-reducing sugars, phyto-hormones, 

specific Reactive Oxygen Species scavengers, and of specific enzymes. The 

repression of the non-specific response includes the repression of enzymes 

involved in ethylene biosynthesis, non-specific stress signaling molecules and the 

repression of non-specific oxidants scavenger.   

 

3. The xeroprotection of pepper plants by Microbacterium sp. 3J1 occurs in a 

symbiotic manner where the plant produces intermediates, that the bacteria 

transforms in active compounds for the plant, such as the production of mannitol 

by the plant, that is converted in trehalose by the microorganism. 

 

4. Microbacterium sp. 3J1 responds differently to mild or severe drought, with a 

quick response that includes the release of xeroprotectors to the environment 

under mild drought, and a slow response that includes production of more 

specialized molecules and the accumulation of the xeroprotectors under severe 

drought. 
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5. A modular evaluation system based on the performance of a panel of assays on 

model organisms corresponding to all trophic levels of the soil food chain can 

allow the assessment of the environmental impact of Plant-Growth Promoting 

Rhizobacteria as well as their impact on human health. The evaluation system 

named Environmental and Human Safety Index (EHSI) reproduces the results on 

murine models. 

 

6. The xeroprotection of crops under greenhouse conditions and field trials with 

Microbacterium sp. 3J1 or Arthrobacter koreensis 5J12A does not reflect the 

results under laboratory conditions when the inoculating format is used as liquid 

or plastic coating. 

 

7. The strain Microbacterium sp. 3J1 is an endophytic bacterium capable of 

colonizing the plant through specific contact areas of the root by the production 

of biofilms. Upon establishing contact with the plant, this strain has been detected 

both in interface areas between the walls of plant epithelial cells, and in phloem 

surrounding areas.  

 

8. The formulation of inoculant Microbacterium sp. 3J1 based on alginate (4% w/v) 

was equally effective in natural soil that the liquid formulation in sterilized 

substrates. 
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