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RESUMEN 

Regeiro D. B, Molina C, Riva D. S, 

Llamazares Vegh J. F, Ribaudo C. M. 

2017. Aplicación de rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal como 

controlador biológico de Sclerotium rolfsii 

en tomate. Horticultura Argentina 36 (89): 

97-111. 

 

El tomate es uno de los cultivos hortícolas 

de mayor importancia debido a su elevada 

demanda. Dado que durante su producción 

está expuesto a una gran variedad de 

agentes patógenos y a que en la actualidad 

se busca una producción más sustentable, 

la utilización de rizobacterias promotoras 

del crecimiento vegetal (en inglés PGPRs) 

resulta una opción para la protección del 

cultivo frente a adversidades. Las PGPRs 

pueden establecerse endofíticamente y 

desencadenar variados mecanismos de 

defensa. Con el objetivo de evaluar la 

protección de Solanum lycopersicum var. 

Río Grande inoculado con PGPRs frente a 

la infección con el patógeno necrotrófico 

Sclerotium rolfsii, se evaluó la promoción 

del crecimiento y mortalidad de las 

plantas, la actividad antifúngica, la 

producción de sideróforos y la expresión 

de los péptidos defensina y snakina. Se 

realizaron experimentos combinando la 

inoculación con Pseudomonas 

pseudoalcaligenes y Azospirillum 

brasilense y el enfrentamiento posterior 

con S. rolfsii. En las plantas tratadas con P. 

pseudoalcaligenes el índice de mortalidad 

fue 40% menor que en plantas control 

mientras que en plantas tratadas con A. 

brasilense fue un 20% menor. El nivel de 

expresión de los mensajeros de defensina y 

snakina fue superior en ambos casos para 

plantas inoculadas con las PGPRs. En base 

a estos resultados, el uso de estas PGPRs 

se plantea como una alternativa biológica 

contra S. rolfsii y podría ser evaluado para 

otros patógenos de suelo. 

 

Palabras claves adicionales: defensina, 

snakina, Solanum lycopersycum, PGPRs, 

Sclerotium rolfsii.  
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ABSTRACT 

Regeiro D. B, Molina C, Riva D. S, 

Llamazares Vegh J. F, Ribaudo C. M. 

2017. Application of plant growth 

promoting rhizobacteria as biological 

control of Sclerotium rolfsii in tomato. 

Horticulture Argentina 36 (89): 97-111. 

 

Tomato crop is one of the most important 

vegetables because of its high demand. 

During the crop cycle it can be attacked by 

different pathogens, so the use of Plant 

Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) 

is an option for the protection of plants 

against pathogens. PGPR can be set 

endophytically inside the plant and trigger 

various defense mechanisms. One such 

mechanism is the synthesis of 

antimicrobial peptides. The aim of this 

research was to evaluate the protection of 

Solanum lycopersicum var. Río Grande 

previously inoculated with PGPR against 

infection with the necrotrophic pathogen, 

Sclerotium rolfsii. The percentage of 

mortality and peptides: defensin and 

snaking expression were evaluated. 

Combined experiments with Pseudomonas 

pseudoalcaligenes and Azospirillum 

brasilense inoculation and subsequent 

confrontation with S. rolfsii were 

performed. In plants treated with P. 

pseudoalcaligenes, mortality percentage 

was 40% lower than in control plants. 

Plants treated with A. brasilense were 20% 

lower. The expression of defensin and 

snakin messengers was higher in both 

cases for plants inoculated with PGPR. 

Based on these results, the use of PGPR is 

proposed as a biological alternative against 

S. rolfsii and could be evaluated for other 

soil pathogens. 

 

Additional keywords: defensin, snakin, 

Solanum lycopersycum, PGPRs, 

Sclerotium rolfsii 

 

 

1. Introducción  

 

La producción mundial de tomates, con casi 5 millones de hectáreas cultivadas, ha superado 

en los últimos años los 100 millones de toneladas anuales (hortoinfo.es, 2016). En nuestro 

país, en la última temporada (2014/2015) se produjeron 535.000 toneladas en 7.790 hectáreas 

distribuidas en los cinturones verdes de importantes ciudades y otras zonas especializadas 

para su producción (www.idr.org.ar, 2015). Dadas las condiciones ecológicas del país, el 

tomate para mercado en fresco se produce prácticamente todo el año. Las tecnologías 

utilizadas varían sensiblemente según la zona y destino de la producción, con un factor común 

que consiste en la aplicación de productos químicos. 

El tomate se ha convertido en un sistema modelo para el estudio del progreso y la maduración 

del fruto debido a (i) el desarrollo y caracterización de amplias poblaciones de mutantes 

(Giovannoni, 2007), (ii) la disponibilidad de herramientas genómicas, incluidas colecciones 

de ESTs (http://solgenomics.net/) y mapas genéticos (Yamamoto et al., 2005), (iii) eficiente 

transformación genética y otros métodos transitorios de evaluar función génica (Orzaez et al., 

2006). 

Las plantas de tomate, debido a su sistema de producción (principalmente en invernáculos), se 

encuentran continuamente expuestas a una gran variedad de situaciones adversas, tanto 

bióticas como abióticas. Así, basan su protección fundamentalmente en una serie de 

http://www.idr.org.ar/
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compuestos que la propia planta sintetiza. Dentro de esos compuestos, las proteínas y 

péptidos constituyen una de las principales fuentes de defensa, no sólo por su elevada 

especificidad y eficiencia, sino porque además algunas de ellas se sintetizan como 

consecuencia del ataque de los depredadores (insectos) o de los patógenos. Entre las 

adversidades bióticas encontramos patógenos como hongos, virus, bacterias e insectos que 

han logrado desarrollar variados mecanismos para lograr establecerse exitosamente en los 

cultivos (De Wit, 2007).  

La magnitud de los daños causados por los patógenos ha estimulado un rápido progreso en la 

investigación de los mecanismos de defensa de las plantas.  

Existen rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (en inglés plant growth-promoting 

rhizobacteria, PGPR) con capacidad de ejercer control biológico y que manifiestan capacidad 

para promover el crecimiento de la planta, resultando ser muy buenos inductores de variados 

mecanismos de defensa. En base a los antecedentes del uso de estas PGPRs en cultivos 

extensivos, su empleo en cultivos hortícolas serviría como una herramienta tecnológica para 

lograr obtener cultivos más tolerantes a ciertas adversidades. Entre los microrganismos más 

conocidos están las especies pertenecientes a los géneros Rhizobium, Pseudomonas y 

Azospirillum. Dentro del género Pseudomonas existen especies como P. chlororaphis y P. 

fluorescens que se consideran agentes de biocontrol, mientras que varias cepas de P. 

aeruginosa y P. stutzeri, mostraron capacidad en la promoción directa del crecimiento vegetal 

(Shen et al., 2013). La utilización de estos microorganismos benéficos representa una 

alternativa ecológica que permitiría reemplazar, al menos parcialmente, a los fertilizantes 

químicos de uso corriente y a los fungicidas (Glick et al., 1999) dado que varios metabolitos 

producidos por las PGPRs son utilizados como nutrientes o reguladores de crecimiento por 

parte de la planta, como el nitrógeno y ácido indol acético (AIA) (García de Salamone & 

Döbereiner, 1996; Ribaudo et al., 2006). Entre los compuestos producidos por estas PGPRs 

con probada actividad antifúngica se encuentran los sideróforos que secuestran el hierro 

necesario para el crecimiento de los hongos (Buysens et al., 1996). Por último, el uso de 

dichas bacterias puede desencadenar en plantas inoculadas mecanismos de resistencia frente a 

diferentes generadores de estrés. Por las características mencionadas, se considera que la 

inoculación de estas bacterias en plantas podría disminuir el empleo de los agroquímicos que 

se utilizan en la producción vegetal (Mirleau et al., 2001). 

La respuesta generada es variada e incluye la síntesis de proteínas y péptidos que cumplen 

una función importante en la defensa contra un ataque posterior de patógenos, permitiendo 

que ésta responda en forma anticipada (priming) (Conrath et al., 2015). Los primeros péptidos 

que se aislaron fueron Snakina-1 (63 aminoácidos) y Snakina-2 (66 aminoácidos) (Marmiroli 

& Maestri, 2014). Snakina-2 (St-SN2) de papa se induce localmente por daño y muestra 

diferente respuesta dependiendo del patógeno (Berrocal-Lobo et al., 2002). Recientemente, se 

ha demostrado en tomate que la sobreexpresión de este péptido limitó el crecimiento de 

Clavibacter michiganensis (Balaji & Smart, 2011). Las snakinas, inhiben el crecimiento de 

bacterias y hongos a concentraciones extremadamente bajas (García et al., 2014).  

Otros péptidos relacionados con la defensa son las defensinas, activas frente a un amplio 

rango de patógenos fúngicos y bacterianos y algunas con actividad frente a insectos (Murad et 

al., 2007). Algunas actúan inhibiendo las enzimas digestivas, otras la síntesis de proteínas y 

otras alterando la permeabilidad de la membrana plasmática de microorganismos mediante la 

formación de poros o de canales iónicos. La sobreexpresión del gen defensina de rábano en 

plantas de Solanum lycopersicum en respuesta a la infección con Alternaria solani, confirió 

resistencia en plantas de papaya frente a la infección con Phytophthora sp (Zhu et al., 2007). 

Las defensinas generan dos tipos de modificaciones sobre las hifas: reducen la tasa de 

elongación de las mismas y generan distorsiones morfológicas significativas, que incluye un 

incremento en las ramificaciones (De Oliveira & Moreira, 2009). La acción de las defensinas 
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sobre hongos produce un incremento en el ingreso de Ca
+2

 y expulsión de K
+
, cambios de 

potencial de membrana y alcalinización del medio, lo que afecta directamente el gradiente de 

Ca
+2

, factor fundamental en la elongación de las hifas (De Oliveira & Moreira, 2009). 

Sclerotium rolfsii es un hongo necrotrófico patógeno del suelo altamente nocivo en tomate, 

que puede causar damping-off en plántulas, cancros en los tallos y pudriciones en raíces, 

tallos, bulbos, tubérculos y frutos (Punja, 1985; Agrios, 2005). Frente a condiciones adversas 

forman una estructura de resistencia denominada esclerocio, una masa compacta 

de micelio endurecido que contiene reservas alimenticias. Dichas estructuras revisten 

importancia por su longevidad y por ser la forma que tiene el hongo para ser diseminado y 

servir como inóculo para causar enfermedad.    

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el efecto protector de las rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal (Pseudomonas pseudoalcaligenes y Azospirillum 

brasilense) contra el patógeno del suelo Sclerotium rolfsii a través del análisis de la respuesta 

bioquímica y molecular sistémica en plantas de tomate. 

 

 

2. Materiales y Métodos  

 

2.1. Material vegetal  

Se utilizaron semillas de Solanum lycopersicum var. Río Grande. Las semillas se 

desinfectaron superficialmente sumergiéndolas durante 15 min en una solución de hipoclorito 

de sodio al 30% y Tritón X-100 al 0,1% y se lavaron 2 veces con agua destilada estéril. 

Fueron cultivadas en frascos que contenían medio Hoagland 25X agarizado (0,8% p/v). 
Las plantas se mantuvieron en cámara de cultivo Sanyo modelo MRL-350 durante todo el ensayo con un 

fotoperíodo de 12 h de luz a la temperatura de 20-25ºC y humedad relativa de 85 %.  

 

2.2. Crecimiento e inoculación con bacterias y microorganismos patógenos 

2.2.1 Cepas bacterianas 

Se utilizaron Azospirillum brasilense FT326 y Pseudomonas pseudoalcaligenes PAC 

BNM0522. A. brasilense se cultivó en medio Nitrogen Free Broth (NFb) suplementado con 

NH4Cl (Döbereiner, 1995) y P. pseudoalcaligenes en caldo cetrimida (Nico et al., 2012). La 

cepa de A. brasilense fue cedida gentilmente por la Dra. Johana Döbereiner, (EMBRAPA, 

Seropédica, Brasil) y la cepa de P. pseudoalcaligenes fue aislada y caracterizada por nuestro 

grupo de trabajo (Ribaudo et al., 2016). 

Los cultivos crecieron con agitación continua (150 rpm) a 33ºC hasta alcanzar la fase 

exponencial (DO600nm 0,8). Las células se cosecharon por centrifugación a 5.000 rpm durante 

15 min y se lavaron 2 veces con el mismo volumen de ClNa 0,9% p/v. Finalmente, el 

precipitado se resuspendió en agua y se ajustó la concentración a 2.10
5
 UFC en 25 µL.  

Se realizó la inoculación sobre la radícula con la suspensión bacteriana ajustada en agua a 

2.10
5 

UFC en 25 µL. Las plantas libres de bacterias (control) recibieron igual volumen de 

agua. 

 

2.2.2. Evaluación de la promoción del crecimiento vegetal 

Se realizó la medición del peso seco total, aéreo y radical en plantas control y plantas 

inoculadas con las distintas PGPRs a los 10 días de la siembra.  

 

2.2.3. Actividad antifúngica de exudados y pellet bacteriano 

La cepa P. pseudoalcaligenes PAC BNM0522 cultivada en Tryptic Soy Broth (TSB) o NFb 

se centrifugó a 13000 rpm durante 10 min a 4 ºC. El sobrenadante se filtró usando membranas 

de acetato de celulosa de 0,22 µm (Ge-Osmonics). El filtrado proveniente del paso anterior 

(25 mL) se liofilizó durante 96 horas hasta llegar a sequedad (Sarti & Miyazaki, 2013).  El 

https://es.wikipedia.org/wiki/Micelio
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residuo obtenido fue resuspendido en agua destilada estéril (250 µL) y se emplearon 25 µL 

para los ensayos de actividad antifúngica y determinación de proteínas por método de 

Bradford (Bradford, 1976). 

Se midió la tasa de germinación de esclerocios tratados con los exudados bacterianos 

(obtenidos como se detalló previamente) y con el pellet bacteriano, por separado, sobre un 

total de 15 esclerocios, por duplicado. Se hizo un seguimiento desde las 24 horas hasta las 96 

horas post inoculación (cada 24 horas), analizando el crecimiento y desarrollo del micelio.   

 

2.2.4. Detección de sideróforos: ensayo CAS 

El cultivo bacteriano fue sembrado en medio Chrome Azurol S (CAS) (Schwyn & Neilands, 

1987) y se incubó durante 48 h a 30ºC. Las placas que presentaron cambios en el color del 

medio después de 24 h se consideraron positivas para la producción de sideróforos. Un 

cambio de color de azul a anaranjado indica producción de sideróforos de tipo hidroxamato y 

un cambio de color a púrpura, de tipo catecol. En ambos casos, se consideró como positivo 

para la producción de sideróforos. 

 

2.2.5. Crecimiento del patógeno 

Sclerotium rolfsii se cultivó en medio papa dextrosa ágar (PDA) a 25ºC durante 7 días hasta la 

formación de esclerocios. El hongo fue cedido gentilmente por la Dra. Mariel Mitidieri 

(INTA EEA San Pedro). 

 

2.3. Tratamientos, inoculación e infección de las plantas 

Los tratamientos fueron: plantas control (libres de bacterias y patógeno); plantas infectadas 

con el patógeno; plantas inoculadas con PAC; plantas inoculadas con A. brasilense; plantas 

inoculadas con PAC y posteriormente desafiadas con el patógeno y plantas inoculadas con A. 

brasilense y posteriormente desafiadas con el patógeno. Los tratamientos se resumen a 

continuación en la Tabla 1. 

Los ensayos se realizaron sobre un total de diez plantas para cada tratamiento. 

 

Tabla 1. Descripción de los tratamientos 

Solanum lycopersicum var. Río Grande 

Sin patógeno 

Sclerotium rolfsii 

Control (libre de bacterias) 

Pseudomonas pseudoalcaligenes 

Azospirillum brasilense 

Con patógeno 

Sclerotium rolfsii 

Control (libre de bacterias) 

Pseudomonas pseudoalcaligenes 

Azospirillum brasilense 

 

La infección con S. rolfsii se hizo colocando un esclerocio junto a la base de la planta a los 14 

días después de la inoculación (DDI) con las PGPRs. Para la infección con S. rolfsii se colocó 

un esclerocio junto a la base de la planta previamente desinfectado. Para ello, los esclerocios 

fueron tratados con una solución de hipoclorito de sodio al 15% y Tritón x-100 al 0.1% v/v. 

Se agitó durante 5 min y posteriormente se realizaron tres enjuagues con agua destilada 

estéril.   
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2.4. Evaluación de la enfermedad, extracción de ARN y síntesis de ADNc 

 

2.4.1. Evaluación de la enfermedad 

Diariamente se registró el número de plántulas vivas desde el momento de la infección (a los 

14 DDI) hasta la muerte de todos los individuos del tratamiento control, ocurrido a los 8 días 

después de la colocación del esclerocio. Se observó el contacto del micelio sobre los tallos y 

el tejido necrosado, y se determinó el porcentaje de mortalidad evaluado por el vuelco de la 

plántula. Se realizó un análisis cualitativo, considerando plántula muerta cuando la misma 

estuviera volcada.   

 

2.4.2. Extracción de ARN y síntesis de ADNc 

Para la extracción del ARN se utilizó material vegetal proveniente de la parte aérea de 10 

plantas seleccionadas al azar de cada uno de los distintos tratamientos. La extracción del ARN 

se realizó por duplicado. El ARN total se extrajo utilizando el ARNeasy plant minikit 

(Qiagen). La calidad del ARN fue monitoreada por electroforesis en geles de agarosa 

utilizando como control las bandas correspondientes al ARN ribosomal 28S y 18S y 

considerando aceptables valores de 1,9 para la relación de absorbancia a 260 y 280nm.  

La síntesis de ADNc se llevó a cabo usando SuperScript II RNAse H- Reverse Transcriptase 

(Invitrogen), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.  

 

2.4.3. Amplificación en cadena de la polimerasa (PCR) 

Los oligonucleótidos cebadores que se utilizaron para la evaluación de la expresión génica 

fueron diseñados en base a secuencias disponibles en el banco de datos 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y fueron sintetizados por Operon Biotechnologie (Alemania). 

Para la reacción de PCR, la mezcla de amplificación contuvo 10 ng de ADNc en Tris-HCl 10 

mM pH 8.3, ClK 50 mM, Cl2Mg 1,5 mM, dNTPs 100 µM, 5U Taq polymerasa, y 2 µM de 

cada uno de los oligonucleótidos. Para Le-SN2 (GenBank: AJ312424.1), los oligonucleótidos 

usados fueron Le-SN2-F (5´TGCTCCTTCTCGAGCAAGTCCA3´) y Le-SN2-R 

(5´GCAAGGGCAAGTCTCAGTGTTGC3´) y las condiciones de PCR fueron para el paso 

inicial 94˚C en 1 minuto, luego 94˚C 30 segundos, 65˚C 45 segundos, 72˚C 45 segundos, 

seguido por 30 ciclos del paso 2 al 4, 72˚C 5 minutos y el último paso a 4˚C. Para Le-DEF 

(GenBank: U20591.1), los oligonucleótidos usados fueron Le-DEF-F 

(5’AGCACCAAGCCAAACTTTCCCAGG3’) y Le-DEF-R 

(5’TTGCTTCCTCACCCAAAGTTGCT3’) y las condiciones de PCR fueron para el paso 

inicial 94˚C en 1 minuto, luego 94˚C 30 segundos, 68˚C 45 segundos, 72˚C 45 segundos, 

seguido por 30 ciclos del paso 2 al 4, 72˚C 5 minutos y el último paso a 4˚C. Finalmente, para 

el gen constitutivo de Le-UBI3 (GenBank: X58253.1), los oligonucleótidos usados fueron Le-

UBI3-F (5’GGATTCCCCCAGACCAGCAG3’) y Le-UBI3-R 

(5’CGAAGCCTCTGAACCTTTCC3’) y las condiciones de PCR fueron para el paso inicial 

94˚C en 1 minuto, luego 94˚C 30 segundos, 65˚C 45 segundos, 72˚C 45 segundos, seguido 

por 30 ciclos del paso 2 al 4, 72˚C 5 minutos y el último paso a 4˚C. 

Los productos de la amplificación fueron resueltos en geles de agarosa al 1,5% en solución 

TAE (Ausbel, et al., 1994). Los geles fueron fotografiados y se determinó la expresión de los 

genes a través de la intensidad de las bandas, la cual se cuantificó usando el software ImageJ.  

Los datos obtenidos se analizaron mediante un Análisis de la Varianza (ANOVA) realizado 

con la asistencia del programa estadístico Infostat. 
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3. Resultados y Discusión 

 

3.1. Promoción del crecimiento 

La mayoría de los estudios relacionados con el efecto de la inoculación con estas PGPRs se 

han llevado a cabo en cereales y pastos (Glick, 2012) y en menor grado, en otras familias de 

plantas. En este trabajo, el efecto sobre la promoción del crecimiento en tomate fue evidente a 

tiempos tempranos después de la inoculación. La Figura 1 muestra los parámetros de 

crecimiento medidos en función de los distintos tratamientos. Se observa en A una mayor 

producción de biomasa total en plantas inoculadas, con respecto al control, (28% de aumento 

en plantas inoculadas con A. brasilense y 48% de aumento para las inoculadas con PAC).  En 

cuanto al peso aéreo (B), se obtuvo un incremento del 31 % y 50 % en plantas inoculadas 

con A. brasilense y PAC, respectivamente. El aumento sobre la parte radical (C), fue un 50 % 

mayor para ambos tratamientos de inoculación. Sin encontrarse diferencias significativas 

entre los tratamientos inoculados con las distintas PGPRs.    

 

 
Figura 1: Promoción del crecimiento en plantas de tomate inoculadas con rizobacterias. Se 

midió la biomasa  total (A) aérea (B) y radical (C) de plantas de tomate a los 10 días de la 

siembra (DDS). Barras blancas: plantas control; barras grises: plantas inoculadas con A. 

brasilense; barras negras: plantas inoculadas con PAC. Cada barra representa el promedio de 

30  plantas. Letras distintas indican que hay diferencias significativa entre los tratamientos 

(P<0.05, test de Tukey). 
 

3.2. Actividad antifúngica de exudados de bacterias sobre la germinación de esclerocios 

Debido a que los esclerocios son las estructuras de resistencia de S. rolfsii presentes en el 

suelo y son las formas del hongo más infectivas para los cultivos, se procedió a comprobar la 

eficiencia de las bacterias para inhibir la germinación de los mismos in vitro.  

En la Figura 2A se observa que todos los esclerocios germinaron cuando recibieron 25 µL de 

solución fisiológica (control negativo). Cuando los esclerocios recibieron 25 µL de un cultivo 

de PAC ninguno germinó (Figura 2B) y cuando recibieron 25 µL de A. brasilense (Figura 2C) 

los esclerocios germinaron pero el crecimiento del micelio fue menor comparado al control.  
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Figura 2: Efecto de la inoculación con rizobacterias en la germinación in vitro de esclerocios 

de Sclerotium rolfsii. Tratamientos: Pseudomonas pseudoalcaligenes PAC BNM0522. (B), 

Azospirillum brasilense (C). Los esclerocios libres de bacterias recibieron igual volumen de 

solución fisiológica (A). 
 

Cuando se comparó la germinación de los esclerocios tratados con el cultivo de PAC 

proveniente del medio NFb se observó que a las 24 horas de la inoculación de los esclerocios, 

el control mostró un 100% de germinación, mientras que el 45% se registró para el 

sobrenadante bacteriano proveniente del medio NFb. En el caso de la inoculación con el pellet 

bacteriano se observó una germinación del 10% a las 48 horas. El tratamiento con el pellet 

bacteriano registró menos del 80% de germinación media a las 96 horas (Figura 3). 

 

Figura 3: Porcentaje de esclerocios germinados. Se midió el porcentaje de esclerocios que 

germinaron desde las 12 hasta las 96 horas posteriores a la inoculación con PAC, pellet y 

sobrenadante bacteriano del cultivo crecido en medio NFb. Letras distintas indican que hay 

diferencias significativa entre los tratamientos (P<0.05, test de Tukey), para tres experimentos 

independientes. 

 

En la Figura 4 se observan los cambios más significativos en la germinación de los 

esclerocios en los distintos tratamientos registrados a las 24, 48 y 96 horas posteriores a la 

inoculación. A las 24 horas post inoculación se observa el desarrollo de una masa blanquecina 

(micelio del hongo) sobre los esclerocios del control, mientras que los esclerocios tratados 

con el sobrenadante bacteriano la evidenciaron a las 48 horas. Finalmente, a las 96 horas se 

A B C 
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observó germinación en todos los tratamientos, con mayor desarrollo del micelio en el control 

y en el sobrenadante bacteriano (Figura 4).  

 

Figura 4: Actividad antifúngica de exudados y pellet bacteriano. Se ensayó la actividad 

antifúngica del sobrenadante y pellet bacteriano creciendo en medio NFb, después de la 

colocación sobre los esclerocios de Sclerotium rolfsii. La fotografía muestra los cambios más 

evidentes registrados a las 24, 48 y 96 horas después de los tratamientos para un experimento 

representativo de tres independientes. 

 

Con respecto a los resultados obtenidos del cultivo bacteriano en medio TSB, a las 24 horas 

los esclerocios del tratamiento control revelaron un 100% de germinación, mientras que el 

porcentaje fue inferior al 10 % tanto para el pellet como para el sobrenadante bacteriano 

(Figura 5). A las 96 horas, tanto el sobrenadante como el pellet bacteriano presentaron 

actividad antifúngica observándose un porcentaje de germinación de los esclerocios de 38.5 

% y 17 % respectivamente.  

 

Figura 5: Porcentaje de esclerocios germinados. Se midió el porcentaje de esclerocios que 

germinaron desde las 12 hasta las 96 horas posteriores a la inoculación con PAC, pellet y 

sobrenadante bacteriano del cultivo crecido en medio TSB. Letras distintas indican que hay 
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diferencias significativa entre los tratamientos (P<0.05, test de Tukey) para tres experimentos 

independientes. 

 

La Figura 6 muestra los cambios más evidentes registrados a las 24, 48 y 96 horas posteriores 

a la inoculación con el cultivo de PAC en medio TSB. A las 24 horas la mayoría (13 de 15 

esclerocios) germinaron en el control. A las 48 horas, germinaron los esclerocios del 

tratamiento correspondiente al sobrenadante. Finalmente, a las 96 horas unos pocos 

esclerocios provenientes del tratamiento con PAC habían germinado (Figura 6).  

 

Figura 6: Actividad antifúngica de exudados y pellet bacteriano. Se ensayó la actividad 

antifúngica del sobrenadante y pellet bacteriano creciendo en medio TSB, después de la 

colocación sobre los esclerocios de Sclerotium rolfsii. La fotografía muestra los cambios más 

evidentes registrados a las 24, 48 y 96 horas después de los tratamientos para un experimento 

representativo de tres independientes. 

 

Los resultados indican que tanto en el pellet como en el sobrenadante se registró actividad 

antifúngica y que fue más evidente cuando el cultivo bacteriano se incubó en medio TSB. 

Cuando se midió el contenido de proteínas en el sobrenadante de TSB fue de 5,87 µg/ml 

mientras que en NFb fue de 0,818 µg/ml (Bradford, 1976). La mayor actividad en el 

sobrenadante de TSB coincidió con el mayor contenido de proteínas. Es sabido que estas 

PGPRs sintetizan y liberan al medio de cultivo proteínas con actividad antifúngica, como las 

quitinasas, que actúan degradando la pared de los hongos (Glick, 2012). El medio de cultivo 

TSB es rico en tripteína y peptona de soya, que favorecen la síntesis de proteínas. Estos 

resultados son coincidentes con los señalados por Sarti & Miyazaki (2013), donde en el 

sobrenadante de un cultivo bacteriano crecido en medio rico en glutamato, registraron mayor 

actividad antifúngica debido a la presencia de enzimas del tipo quitinasas. Queda pendiente 

profundizar en la caracterización de la fracción sobrenadante del cultivo de PAC en TSB. 

En el ensayo de determinación de producción de sideróforos en medio CAS mostró un cambio 

de color de azul-verde a anaranjado, luego de 24 horas de cultivo. El cambio en la coloración 
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del medio sólo fue evidente para PAC (Figura 7). Observándose un cambio de color 

anaranjado, que indica producción de sideróforos de tipo hidroxamato.  

 

 
Figura 7: Producción de sideróforos en cultivo bacteriano. Bacterias crecidas en medio CAS 

después de 24 h a 30ºC.  

  

Los sideróforos son péptidos de alta afinidad por el hierro que actúan de manera específica 

como agentes quelantes para secuestrar hierro y reducirlo a Fe
2+

, una forma aprovechable para 

la nutrición. Las PGPRs los sintetizan para privar a los hongos y bacterias fitopatógenas de 

este elemento actuando así en el control biológico (Crowley et al., 1987). La presencia de 

sideróforos en el cultivo de PAC, indica que la bacteria posee más de un mecanismo de 

control biológico. 

Cuando se midió el porcentaje de mortalidad de las plántulas, se observó que el tratamiento 

inoculado con PAC tuvo la mayor resistencia a S. rolfsii mostrando índices de mortalidad más 

bajos (Figura 8). Se puede apreciar que 96 horas después de la inoculación el 50 % de 

mortalidad se registró en plantas control mientras que en las inoculadas el índice fue menor al 

10 %. A las 168 horas (7 días) el 100 % de las plantas control habían muerto mientras que en 

las inoculadas con PAC la mortalidad fue del 50 %. El tratamiento de inoculación con A. 

brasilense registró un 70 % de mortalidad. Esto señala que la cepa PAC fue más eficiente en 

la protección de la planta frente al patógeno. Como fue señalado por Ribaudo et al., 2016. 

 
Figura 8: Evaluación del porcentaje de mortalidad desde momento de infección, 14 días 

después de la inoculados con las PGPRs. Los cuadrados representan el control, triángulos las 

plántulas inoculadas con A. brasiliense y círculos para las plántulas tratados con PAC. Letras 

distintas indican que hay diferencias significativa entre los tratamientos (P<0.05, test de 

Tukey). 
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3.3. Expresión relativa de péptidos  

Los resultados obtenidos por RT-PCR semicuantitativa de la expresión de los genes de 

defensa relativizada a Le-UBI3 se muestran en la Figura 9. La mayor expresión de Le-SN2 y 

Le-Def se obtuvo en las plantas inoculadas con las PGPRs que fueron desafiadas 24 horas 

antes con S. rolfsii y fue mayor para la combinación S. rolfsii-PAC.  

 
Figura 9: Expresión de Le-SN2 y Le-Def. A. Acumulación de transcriptos en planta a los 14 

días después de la inoculación de la variedad Río Grande, 24 h después del desafío con S. 

rolfsii. B. Expresión relativa de los genes mostrados en A con respecto a Le-UBI3. Las 

señales detectadas fueron cuantificadas como se indica en materiales y métodos. Barras 

negras: Le-SN2; barras grises: Le-Def. Se muestran los resultados correspondientes a un 

experimento representativo de tres, obtenidos con idénticos resultados. 

 

Almasia et al., 2008 demostraron que los incrementos en el nivel de mensajeros de StSN-1 en 

plantas de papa resultaron en una aumentada tolerancia a Erwinia caratovora y Sclerotinia 

sclerotiorum. Con respecto al péptido Snakin-2 en el último tiempo se ha demostrado en 

tomate que la sobreexpresión del mismo limitó el crecimiento de Clavibacter michiganensis 

(Balaji & Smart, 2011). No hay hasta el momento reportes sobre la inducción de la 

transcripción de estos péptidos como respuesta a la inoculación con PGPRs y el rol de los 

mismos en la defensa frente a hongos necrotróficos. En la Figura 9 se observa un aumento en 

la expresión de mensajero de Le-SN2 para los tratamientos de inoculación (33,3 % y 21 % en 

plantas inoculadas con PAC y con Azospirillum, respectivamente). Esta fue aún mayor en las 

plantas tratadas con PAC que posteriormente se desafiaron con el patógeno (75 %). Los 

cambios en la expresión del mensajero estuvieron acompañados por un aumento en la 

resistencia a la mortalidad, como se señaló en la Figura 8.  

En las plantas infectadas con S. rolfsii el nivel de expresión de los mensajeros de ambos 

péptidos de defensa fue inferior al de plantas controles. Esto podría deberse a un mecanismo 

de regulación negativa ejercida por el hongo como ha sido señalado por Kamoun, et al., 

(1997) en papa, durante la infección de Phytophthora infestans, que induce la expresión de 

una proteína que provoca el silenciamiento del gen expresión de INF1. 
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Esta resistencia aumentada a la patogenicidad, sea por aumento en la expresión de mensajeros 

de proteínas de defensa o por respuesta anticipada, es lo que se conoce como priming o 

cebado, y que últimamente ha cobrado importancia como mecanismo promotor del 

crecimiento de estas PGPRs.  

El único cambio significativo en la expresión del mensajero de Le-Def fue registrado en 

plantas inoculadas con PAC e infectadas con el patógeno (13 %).  

 

 

4. Conclusión  

 

Las PGPRs, PAC y A. brasilense, promovieron el crecimiento de plantas de tomate evaluado 

por el aumento en la biomasa tanto aérea como radical. Con respecto a las estructuras de 

resistencia o esclerocios de S. rolfsii, las bacterias actuaron retardando o inhibiendo la 

germinación de los mismos. El efecto fue más evidente para el tratamiento con PAC. De este 

modo se decidió evaluar los sobrenadantes del cultivo proveniente de esta bacteria para 

caracterizar aún más el efecto antifúngico de la misma. Se encontró que en ambos 

sobrenadantes había actividad antifúngica y que ésta era mayor en el proveniente de TSB. 

Esto podría deberse a que el medio de crecimiento es más rico y permite mayor síntesis de 

proteínas, como fuera evidenciado por la cuantificación de las mismas en los exudados libres 

de bacterias.  La capacidad de PAC de sintetizar sideróforos es otro de los mecanismos de 

control biológico que presenta esta bacteria que estuvo ausente en A. brasilense. La capacidad 

de estas bacterias como agentes de biocontrol no sólo fue evidente en los ensayos in vitro sino 

también in vivo, protegiendo a las plantas de tomate, como quedó de manifiesto por el menor 

índice de mortalidad que presentaron las plantas inoculadas. Esto estuvo en concordancia con 

el aumento en la expresión de mensajeros de los péptidos antimicrobianos, que fue mayor 

para las plantas pre-inoculadas y posteriormente desafiadas con S. rolfsii. Este mecanismo 

conocido como priming o sensibilizado de las plantas permite una defensa más eficiente 

debido a que les posibilita hacer frente a las adversidades de una manera anticipada y 

aumentada. Una de las PGPRs estudiadas demostró actuar a través de más de un mecanismo 

de defensa y su uso se plantea como una alternativa biológica y sustentable contra S. rolfsii y 

podría ser evaluado para otros patógenos del suelo. 
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