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1. RESUMEN 

La rizosfera es una área entre el suelo y la raíz que está influida de manera directa 

por los exududados de la planta, en esta zona también se encuentran 

microorganismos como las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs) 

que son capaces de estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas de manera 

directa o indirecta por diferentes mecanismos en los que se incluye la producción de 

diferentes clases de moléculas como las auxinas, giberelinas, enzimas y antibióticos, 

entre otros, afectando directamente la morfogénesis de las plantas. En nuestro 

trabajo evaluamos los efectos de la inoculación de la bacteria Arthrobacter agilis 

UMCV2 sobre plántulas de Medicago spp. Esta bacteria fue aislada de la rizosfera de 

plantas de maíz en suelo ligeramente acido, y  en la interacción A. agilis UMCV2-M.

sativa, la bacteria incrementó significativamente la longitud de la parte aérea, longitud 

de la raíz y el peso fresco de la planta. En un sistema de compartimentos separados 

la bacteria A. agilis UMCV2 también alteró la arquitectura general de plántulas de M.

sativa, ya que promovió la densidad de raíces laterales y la longitud de la raíz 

primaria mediante la emisión de compuestos orgánicos volátiles VOCs. 

Posteriormente en un análisis cromatográfico pudimos encontrar la presencia de la 

dimetilhexadecilamina dentro del perfil de VOCs emitidos por la bacteria, el cual más 

tarde pudimos constatar es el compuesto responsable del desarrollo diferencial en 

las plántulas de  M. sativa. La dimetilhexadecilamina es una amina terciaria con una 

longitud de una cadena hidrocarbonada de 16 átomos y dos grupos metilo. Este 

compuesto, además de lo antes mencionado, también presentó propiedades 

antimicrobianas hacia los organismos fitopatógenos B. cinerea y P. cinnamomi. La 

presencia de aminas dentro de la mezcla  de compuestos producidos por bacterias 

ya ha sido reportada, ya que se tienen registros de aminas como la butanamina y 

dimetiloctilamina. Sin embargo, el encontrar que la dimetilhexadecilamina, además 

de presentar una fuerte actividad antimicrobiana superior a las aminas anteriormente 

reportadas, que promueva el crecimiento de las plantas, es un resultado novedoso 

en la interacción planta-bacteria. 
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2. SUMMARY 

 The rhizosphere is an area between the soil and the root is influenced directly by 

plant exudates, in this area are also microorganisms such as plant growth promoting 

rhizobacteria (PGPRs) that are capable of stimulating growth and development plants 

directly or indirectly by various mechanisms which include the production of different 

kinds of molecules such as auxins, gibberellins, enzymes and antibiotics, among 

others, directly affecting the morphogenesis of plants. In our study we evaluated the 

effects of inoculation of the bacteria Arthrobacter agilis UMCV2 on seedlings of 

Medicago spp. This bacterium was isolated from the rhizosphere of maize plants in 

slightly acid soil, and interaction A. agilis UMCV2-M. sativa, the bacteria significantly 

increased the length of the shoot, root length and fresh weight of the plant. In a 

system of separate compartments the bacterium A. agilis UMCV2 also altered the 

general architecture of seedlings of M. sativa, as it promoted the density of lateral 

roots and primary root length by emitting volatile organic compounds (VOCs). Later in 

chromatographic analysis could find the presence of dimetilhexadecilamina within the 

profile of VOCs emitted by the bacteria, which later we found is the compound 

responsible for the differential development in seedlings of M. sativa. The 

dimetilhexadecilamina is a tertiary amine with a length of a hydrocarbon chain of 16 

atoms and two methyl groups. This compound, in addition to the above, also showed 

antimicrobial properties toward pathogenic organisms B. cinerea and P. cinnamomi. 

The presence of amines in the mixture of compounds produced by bacteria has been 

reported since records began as butanamine and dimetiloctilamine. However, the 

finding that dimetilhexadecilamina addition to presenting a strong antimicrobial activity 

than previously reported amines, which promotes plant growth, is a new result in the 

plant-bacteria.     
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3. INTRODUCCION GENERAL 

Las plantas son sin duda una parte muy importante en la naturaleza, juegan un papel 

fundamental en la existencia y sustento de la vida del planeta. Para ello, nosotros 

sabemos que las plantas como todos los seres vivos cuentan con diferentes 

estructuras especializadas para su óptimo funcionamiento de acuerdo a su nicho y 

función ecológica, una de estas estructuras es la raíz. La raíz de las plantas es una 

estructura vital y altamente sofisticada, ya que además de participar en el anclaje y 

absorción de nutrientes en el suelo, tienen la capacidad de secretar distintos 

compuestos o exudados de naturaleza diversa y de diferente peso molecular (Bais y 

col. 2006; Badri y col. 2009). Entre los compuestos de bajo peso molecular, y de 

hecho, los más abundantes tenemos los aminoácidos, iones, oxigeno libre, agua, 

ácidos orgánicos, azucares, fenoles, vitaminas y fitosideroforos, y entre los exudados 

de alto peso molecular se encuentran compuestos como mucilagos (polisacáridos) y 

proteínas. Todos estos compuestos que son secretados al medio ambiente 

rizosferico participan en las distintas interacciones en este microecosistema (Bais y 

col. 2006; Badri y col. 2009). La naturaleza de estos exudados, tanto por parte de la 

raíz como por parte de otro organismo, depende el tipo de interacción que se llevará 

a cabo, ya que pueden surgir interacciones de tipo perjudicial, benéficas o neutrales 

para la planta (Bais y col. 2006). Nosotros nos enfocamos en este trabajo a hablar de 

las interacciones llevadas a cabo entre la raíz y los microorganismos, 

específicamente las bacterias que establecen una relación benéfica con la planta. 

Antes que nada, debe quedar claro que para establecerse una relación entre una 

planta y una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal o PGPR, los compuestos 

que se liberan entre estos dos organismos juegan un papel fundamental. Las 

bacterias PGPRs al igual que las plantas tienen la característica de producir y liberar 

una vasta cantidad de compuestos que ejercen un efecto promotor sobre las plantas 

que perciben estas moléculas bacterianas, y esto lo hacen por medio de la raíz 

(Mathesius y col. 2003; Bais y col. 2006; Badri y col. 2009). Estas bacterias que se 

encuentran en el espacio rizosferico son capaces de influenciar el desarrollo de la 

planta y los compuestos responsables de esta inducción presentan una naturaleza 

química muy variada, pueden ser desde fitohormonas, enzimas, ácidos orgánicos, 
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antibióticos y compuestos orgánicos volátiles (VOCs) (Ping y Boland 2004; Bais y col. 

2006; Badri y col. 2009). Estos a su vez, se pueden clasificar de acuerdo a su modo 

de acción, ya que pueden ser considerados compuestos que participan en una 

“biofertilización” (Ping y Boland 2004), y uno de los ejemplos más representativos de 

ésto son las bacterias fijadoras de nitrógeno que generan un suministro de nitrógeno 

para la planta por parte de la bacteria y al mismo tiempo la planta provee de 

compuestos ricos en carbono a la bacteria o bacteroide. Otro mecanismo de acción 

es considerado como una “fitoestimulación” en donde las PGPRs son capases de 

alterar de manera benéfica el crecimiento de la planta mediante la emisión de 

fitohormonas tales como las giberelinas, análogos de auxinas, citocininas, 

octadecanoides, etileno y acido salicílico entre otros. Azospirillum spp. es una 

especie de bacteria que produce auxinas, cito quininas y giberelinas que estimulan el 

desarrollo de la raíz de la planta que de ésta manera plantas de importancia agrícola 

pueden incrementar su producción de manera considerable (Ping y Boland 2004). El 

“biocontrol” es otra de las formas en la cual las bacterias pueden beneficiar el 

desarrollo de las plantas, de tal manera que bacterias como las Pseudomonas spp. 

son capaces de liberar al medio compuestos con una elevada actividad 

antimicrobiana como los antibióticos (fenazinas y foroglucinoles) y cianuros (HCN) 

que reprimen y eliminan a organismos patógenos para las plantas (Ping y Boland. 

2004). Por otra parte existe otra forma por la cual las bacterias pueden beneficiar el 

crecimiento de las plantas, y es mediante la emisión de compuestos orgánicos 

volátiles (VOCs). El estudio de éstos compuestos mencionados ha tomado mucha 

fuerza e importancia en los últimos diez años. Ryu y colaboradores (2003) muestran 

el primer trabajo en donde se destaca el efecto de los VOCs emitidos por las 

bacterias sobre el crecimiento vegetal. En éste trabajo los autores exponen la idea e 

importancia de estos compuestos en un sistema de cajas de Petri con 

compartimentos separados en el cual la planta de Arabidopsis thaliana crece en un 

lado y las bacterias de Bacillus subtilis GB03 y Bacillus amyloliquefaciens IN937a 

crecen el otro. La presencia de los VOCs emitidos únicamente por estos organismos 

bacterianos logró incrementar de manera significativa la superficie del área foliar de 

la planta en relación al control. Así mismo, la bacteria B. amyloliquefaciens IN937a 
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través de mecanismos independientes de las vías de señalización a las de las 

citocininas y etileno. En éste mismo trabajo se realizó un perfil de compuestos 

volátiles que eran emitidos por estas bacterias, encontrando que tanto B. subtilis 

GB03 y B. amyloliquefaciens IN937a producían  acetoina y el 2,3-Butanediol que en 

su papel podría ser la molécula causante del incremento en la biomasa de la planta. 

A partir de este trabajo han surgido muchos otros muy importantes pero pocos donde 

se identifique plenamente el compuesto o compuestos responsables de la alteración 

al desarrollo vegetal. Recientemente, Gutiérrez-Luna y colaboradores (2010), Los 

autores reportan que diversos aislados provenientes de la rizosfera de limón son 

capaces de alterar la arquitectura de la raíz de plantas de A. thaliana, en aspectos 

muy trascendentales como longitud de la raíz primaria, numero, longitud y densidad 

de raíces laterales y todo esto mediante la emisión de compuestos volátiles 

bacterianos. Pero los compuestos orgánicos volátiles provenientes de 

microorganismos no solo promueven el crecimiento vegetal, también inhiben 

fuertemente el crecimiento de otros microorganismos patógenos para las plantas. 

Chang nos muestran de manera clara como la emisión de los VOCs bacterianos de 

diversos grupos como Bacillales y Rhizobiaceae entre otros, reprimen 

contundentemente el crecimiento de hongos fitopatógenos (Paecilomyces lilacinus y 

Pochonia chlamydosporia)  en aspectos como el crecimiento del micelio y la 

germinación de esporas. En éste trabajo también se realizó un análisis 

cromatográfico encontrando la presencia de compuestos como acetamida, 

benzaldehído, metanamina y N,N-dimetiloctilamina como los responsables de los 

efectos de fungistasis (Chang y col. 2007). En nuestro grupo de trabajo López-Bucio 

y otros autores analiza el efecto promotor de la cepa de Bacillus megaterium UMCV1 

en la planta de A. thaliana. La presencia de esta cepa tubo la capacidad de alterar de 

marera importante aspectos de crecimiento de la planta como la longitud de la raíz 

primaria y la densidad de raíces laterales. El análisis cromatográfico realizado en 

éste trabajo reveló nuevamente la presencia de la acetoina, compuesto precursor del 

2,3-butanediol (reportado por Ryu y col. 2003), destacando enormemente la 

existencia de otras cepas bacterianas con la facilidad de promover el crecimiento 

vegetal mediante la emisión de compuestos volátiles (López-Bucio y col. 2007). Lo 
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antes mencionado nos ayuda entender como tanto los compuestos liberados por la 

planta como los liberados por la bacteria participan en las interacciones entre ellas, 

hasta el grado en que llegan a trabajar de manera coordinada, beneficiándose ambos 

organismos. En éste trabajo nosotros encontramos que la rizobacteria Arthrobacter

agilis UMCV2 una promotora del crecimiento vegetal (Valencia-Cantero y col. 2007) 

produce la dimetilhexadecilamina, una amina capaz de promover el crecimiento 

vegetal a bajas concentraciones., resultados que son muy novedosos y originales ya 

que jamás se había tenido el antecedente que moléculas de ésta naturaleza puedan 

jugar este papel promotor de plantas. Además de que también la 

dimetilhexadecilamina presenta una fuerte actividad antimicrobiana.       
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4. ANTECECENTES 

La rizosfera es la zona del suelo que rodea inmediatamente la raíz de la planta, en 

este ecosistema se llevan a cabo procesos biológicos y químicos. Esta zona 

comprende de 1mm de espesor alrededor de la raíz. En ésta área se llevan a cabo 

intensas actividades ecológicas, ya que el suelo se ve influenciado por los exudados 

de la raíz y por los microorganismos que habitan en ella, los cuales se ven 

beneficiados de éstos compuestos (Figura 1). Entre los compuestos que son 

liberados por parte de la raíz se encuentran los de bajo peso molecular como los 

aminoácidos, iones, oxigeno libre, agua, ácidos orgánicos, azucares, fenoles, 

vitaminas y fitosideroforos, y entre los exudados de alto peso molecular se 

encuentran compuestos como mucilagos y proteínas (Bais y col. 2006). Las raíces 

crecen a través del suelo y van liberando agua y compuestos solubles que son el 

alimento para muchos microorganismos. Este suministro de nutrientes media la 

actividad microbiológica en la rizosfera y esta actividad es variable en diferentes 

zonas de la raíz. (Bais y col. 2006).  

 

Figura 1. Imagen donde se muestra la interacción planta-bacteria. Izquierda: células de rizobios que colonizan la raíz de 

leguminosas. Derecha: Los nódulos que se derivan de la infección en las raíces de leguminosas por Rhizobium. Interiores del 

nódulo de color rosa (de leghemoglobina) indican que la fijación de nitrógeno está ocurriendo. 

Los exudados de la raíz actúan como mensajeros que estimulan las interacciones 

biológicas y físicas entre las raíces y los microorganismos del suelo, que modifican 

las propiedades bioquímicas y físicas de la rizosfera y contribuyen al crecimiento de 

las raíces y de la planta en general. Sin embargo el destino de los exudados en la 
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rizosfera y la naturaleza de sus reacciones del suelo siguen siendo poco conocidas 

(De la peña y col. 2008) (Tabla 1). 

4.1 Los exudados rizosfericos presentan varias funciones: 

-Proteger la raíz contra microorganismos patógenos. Las células de la raíz son 

susceptibles al ataque de microorganismos, por lo que han desarrollado diversos 

mecanismos de defensa, tales como la secreción de proteínas de defensa y otros 

compuestos antimicrobianos. Investigaciones han reportado que en los exudados de 

la rizosfera varían de acuerdo a las etapas de la planta el crecimiento (Bais y col. 

2006).  

-Atraer y repeler diversas especies de microbios y poblaciones. Los altos niveles de 

humedad y nutrientes en el rizosfera atraen a un número mucho mayor de 

microorganismos que en otras partes en el suelo. La composición y el patrón de los 

exudados de las raíces afectan la actividad microbiana y los números de población 

que a su vez afectan a otros organismos del suelo que comparten este el medio 

ambiente (Bais y col. 2006). 

-Mantener el suelo húmedo alrededor de las raíces. Investigaciones han revelado 

que el suelo rizosferico es mucho más húmedo que el suelo en general, y que 

protege a las raíces que se sequen. Los exudados de las raíces se liberan en la 

noche, permitiendo la expansión de las raíces en el suelo. Cuando la transpiración se 

reanuda con la luz del día, los exudados comienzan a secarse y se adhieren a las 

partículas del suelo en la rizosfera. A medida que el suelo se seca y su potencial 

hidráulico disminuye, los exudados liberan agua al suelo (Walker y col. 2003). 

-Obtención de nutrientes. Los exudados ayudan a las raíces a absorber y almacenar 

los iones para su uso de las plantas. Por ejemplo, los flavonoides en las raíces de 

leguminosas activan los genes de Rhizobium meliloti, responsables de la nodulación 

en la raíz que permiten a la planta obtener el nitrógeno del aire. Los exudados 

permiten la transferencia de hasta el 20% de todo el carbono fijado 

fotosintéticamente. Los exudados también pueden ser responsables de fomento de 

las micorrizas arbusculares vesiculares que colonizan las raíces y generan kilómetros 
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de hifas en el suelo, aumentando la superficie y distancia recorrida por las raíces y 

tomando los nutrientes para la planta. (Walker y col. 2003; Bais y col. 2006). 

-Cambio en las propiedades químicas del suelo alrededor de las raíces. 

El entorno de la rizosfera en general tiene un menor pH, menor oxígeno y es mayor 

en concentraciones dióxido de carbono. Sin embargo, los exudados pueden hacer 

que el suelo en la rizosfera sea más ácido o alcalino, según se trate del nutriente que 

esté tomando las raíces de la tierra. Por ejemplo, cuando una planta absorbe el 

nitrógeno en forma de amonio, se liberan iones de hidrógeno que se refleja en hacer 

más ácido el ambiente rizosferico. Cuando una planta toma nitrógeno en forma de 

nitrato se que liberan iones hidroxilo que hacen a la rizosfera más alcalina. Esta 

acción no suelen afectar el pH más allá de la rizosfera, pero es importante para los 

pequeños organismos que viven en el rizosfera, porque muchos organismos del 

suelo no tienen demasiada movilidad (Walker y col. 2003; Bais y col. 2006). 

-Inhibición el crecimiento de especies competidoras para la planta. 

Las raíces de las plantas están en continua comunicación con el entorno a los 

sistemas de la raíz y evitan la presencia de agentes invasores a través de mensajes 

químicos en las raíces. Este proceso se conoce como alelopatía. En la agricultura 

puede ser beneficioso cuando plantas de cultivo impiden que la maleza crezca cerca 

(Bais y col. 2006, Badri y col. 2009). 

 

4.2 Efecto rizosférico 

La rizosfera es un centro de intensa actividad biológica gracias a la oferta de 

alimentos proporcionados por los exudados de la raíz. Las bacterias, actinomicetos, 

hongos, protozoos, algas, nematodos, gusanos, las lombrices de tierra, milpiés, 

ciempiés, insectos, ácaros, caracoles, pequeños animales y del suelo compiten 

constantemente por agua, alimentos y el espacio. La química del suelo y el pH puede 

influir en la mezcla de especies y funciones de los microorganismos en la rizosfera. 
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Clase de compuesto  Molécula en particular  

Carbohidratos  Arabinosa, glucosa, galactosa, fructosa, sucrosa, pentosa, ramnosa, 

rafinosa, ribosa, xilosa y manitol  

Amino ácidos  Los 20 convencionales más hidroxiprolina, homoserina, ácido 

mugineico, ácido aminobutirico.  

Ácidos orgánicos  Ácido Acético, ácido sucínico, ácido aspartico, ácido málico, ácido 

glutamico, ácido salicílico, ácido shiquímico, ácido isocitrico.  

Flavonoides  Naringenina, kaempferol, quercitina, miricetina, naringina, rutina, 

genisteina, strigolactona  

Ligninas  Catecol, ácido benzoico, ácido nicotínico, floroglucinol, ácido 

cinámico, ácido gálico, ácido ferúlico, ácido siríngico.  

Coumarinas  Umbeliferona  

Auronas  Benzil auronas, sinapatos, sinapoil colina.  

Gucosinolatos  Ciclobrasinona, desufoguconapina, desulfoprogoitrina, 

desulfonapoleiferina, desulfoglucoalisina.  

Antocianinas  Cianidina, delfinidina, pelargonidina.  

Indoles  Ácido Indol-3-acético, brasitina, sinalexina, brasilexina, metil indol 

carboxilato, camalexina glucósido.  

Ácidos grasos  Acido linoleico, ácido oleico, ácido palmítico, ácido esteárico.  

Esteroles  Campestrol, sitosterol, stigmasterol.  

Alomonas  Jugulona, sorgoleona, 5,7,4 -trihidroxi-3 , 5 -dimetoxiflavona.  

Proteínas y enzimas  Proteínas PR, lectinas, proteasas, fosfatasas ácidas, peroxidasas, 

hidrolasas, lipasa.  

Tabla 1. Compuestos producidos y secretados por la rizosfera de plantas en general (Tabla modificada de Bradi y col. 2009). 
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Existen algunos microorganismos que interactúan con plantas específicas. Estas 

interacciones pueden ser patogénicas (invadir y matar las raíces y plantas), 

simbióticas (beneficio del crecimiento de las plantas), dañinas (reducir crecimiento de 

las plantas), saprofitas (viven en las raíces y plantas muertas) o neutrales (no afecta 

a las plantas). Las interacciones que son beneficiosas para la agricultura incluyen las 

micorrizas, nodulación de leguminosas y la producción de compuestos 

antimicrobianos que inhiben el crecimiento de patógenos. 

Los microorganismos del suelo participan en muchas más funciones, como por 

ejemplo, convierten las formas inorgánicas de nutrientes 

en formas orgánicas que las raíces de las plantas pueden tomar. En la rizosfera los 

microorganismos producen vitaminas, antibióticos, hormonas vegetales, alentando el 

crecimiento de las plantas. También los productos de desecho y las secreciones de 

los microorganismos ayudan a combinar las partículas del suelo en agregados 

estables alrededor de las raíces de las plantas. Estos agregados mantener la 

humedad en el interior, pero permiten el drenaje entre los agregados, por lo que los 

pelos de la raíz no son anegadas (Bais y col. 2006, Badri y col. 2009). 

A éstos organismos bacterianos que promueven el crecimiento vegetal de manera 

directa o indirecta de les llama rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o 

PGPRs (en inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Estas son las bacterias 

que colonizan las raíces de las plantas, y al hacerlo se promueve el crecimiento 

vegetal y / o reducen las enfermedades o daños por otros organismos. Cepas de 

Rhizobium aseguran la fijación adecuada de nitrógeno. Sin embargo, es también 

posible inocular las semillas con otras bacterias que aumentan la disponibilidad de 

otros nutrientes, incluyendo la solubilización el fosfato, la oxidación de sulfuro y 

quelación del hierro y el cobre (Lugtenberg y Kamilova 2009). 

Hiltner y colaboradores (1904) descubrieron que en la rizosfera, es decir, en la capa 

de tierra influenciada por la raíz, es mucho más rico en bacterias que el resto del 

suelo no rizosférico. Como hemos explicado antes, estos microbios de la rizosfera se 

benefician de los  metabolitos de las raíces de la planta. Este efecto en la rizosfera 

es causada por el hecho de que una cantidad sustancial del carbono fijado por la 
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planta (5-21%), es secretada principalmente como exudado de la raíz. Aunque la 

concentración de bacterias en la rizosfera es 10 a 1000 veces mayor que en el suelo 

en general, todavía es 100 veces inferior que en los medios de cultivo de laboratorio. 

Por lo tanto, el estilo de vida de las rizobacterias se caracteriza bien como inanición. 

Para ejercer sus efectos beneficiosos en el entorno de la raíz, las bacterias tienen 

que ser competente rizosfericas, es decir, poder competir así con otros microbios por 

los nutrientes secretado por los sitios de rizosfera en la raíz y para que pueda ocupar 

un nicho (Marschner 1995; Lugtenberg y Kamilova 2009).  

 

4.3 Bacterias Promotoras de crecimiento vegetal 

A los organismos bacterianos que promueven el crecimiento vegetal de manera 

directa o indirecta de les llama rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o 

PGPRs  

Las PGPRs pueden promover el crecimiento de la planta si su efecto se ejerce sobre 

la planta en si, y entonces se denomina mecanismo, o puede promover el 

crecimiento vegetal si su efecto se ejerce sobre terceros organismos que causen 

daño o enfermedades a las plantas, y entonces se le denomina mecanismo indirecto. 

4.3.1.  Promoción del crecimiento vegetal de forma directa  

Ha habido un gran interés y muchas investigaciones en PGPRs que siguen en 

aumento. El ejemplo más clásico es el de cepas de Rhizobium que efectúan la 

fijación de nitrógeno en plantas leguminosas. Sin embargo, es también posible 

inocular las semillas con otras bacterias que aumentan la disponibilidad de otros 

nutrientes, incluyendo la solubilización el fosfato, la oxidación de sulfuro y quelación 

del hierro y el cobre (Lugtenberg y Kamilova,  2009). 

Los mecanismos empleados para ejercer la promoción del crecimiento vegetal de 

forma directa pueden clasificarse como sigue:  
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-Biofertilización 

Algunas rizobacterias promueven el crecimiento de plantas y la ausencia de 

patógenos, las bacterias suministran a la planta de fertilizantes. Las bacterias 

fijadoras de nitrógeno como Rhizobium y Bradyrhizobium pueden formar nódulos en 

las raíces de plantas leguminosas tales como la soya, frijol, maní, y alfalfa, en los que 

convierten el nitrógeno atmosférico en amoniaco, que en contraste con nitrógeno 

atmosférico puede ser utilizado por los vegetales como fuente de nitrógeno (Van 

Rhijn, 1995).  

Azospirillum es una bacteria de vida libre fijadora de nitrógeno que puede fertilizar el 

trigo, el sorgo y el maíz. A pesar de la capacidad de fijación de Azospirillum, el 

incremento de la producción causada por la inoculación por Azospirillum se atribuye 

principalmente al desarrollo de la raíz  y por lo tanto a un aumento de las tasas de 

absorción de agua y minerales. Los bajos niveles de fosfato soluble puede limitar el 

crecimiento de las plantas. Algunas bacterias PGPRs solubilizan fosfato para las 

plantas, lo que facilita el crecimiento de plantas. Varias enzimas tales como 

fosfatasas, fitasas, fosfonatasas y C-P liasas  liberan fósfato soluble a partir de 

compuestos orgánicos en el suelo. Las C-P liasas rompen los enlaces C-P en 

organofosfonatos y así la liberación de fósforo de los minerales se relaciona con la  

producción de ácidos orgánicos, como el ácido glucónico (Rodríguez y col. 2006). 

-Rizoremediadores 

Un problema es la degradación de los contaminantes del suelo. Existen bacterias 

capaces de solucionar este problema. Las bacterias de este tipo han resultado ser 

eficaces en el laboratorio pero poco eficaces en condiciones de suelo. Su principal 

metabolismo depende de la degradación de los contaminantes. Una estrategia para 

poder utilizar estas bacterias en el suelo es desacoplar la energía necesaria del 

metabolismo primario para la energía necesaria en la degradación de contaminantes. 

Con este fin, Kuiper y colaboradores desarrolló un sistema llamado rizoremediación. 

Su estrategia consistió en seleccionar rizobacterias degradadoras de contaminantes 

que viven o están cerca de la raíz para que puedan utilizar los exudados de la raíz 

como fuente importante de nutrientes (Kuiper y col. 2001). Estos autores 
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desarrollaron un sistema eficaz para enriquecer bacterias partiendo de una mezcla 

cruda. Una de las cepas resultantes es P. putida PCL1444, efectivamente utiliza el 

exudado de la raíz y degrada el naftaleno alrededor de la raíz, protege a las semillas 

de ser muertas por la naftalina y permite a la planta crecer normalmente. Mutantes 

incapaces de degradar naftaleno no protegen a la planta (Lugtenberg y col. 2009).  

-Fitoestimuladores 

Algunas bacterias producen sustancias que estimulan el crecimiento de plantas en 

ausencia de patógenos. El mejor ejemplo es  la hormona auxina. Además, otras 

hormonas así como ciertos compuestos volátiles y del cofactor 

pirrolquinolina quinona (PQQ) estimula el crecimiento de las plantas. 

La hormona auxina  promueve el crecimiento de la raíz y está presente en los 

exudados de la raíz, es por lo general sintetizada a partir del aminoácido 

triptófano. La concentración de triptófano en exudados difiere mucho entre las 

plantas (Kamilova y col. 2006). La inoculación de semillas con la auxinas sintetizadas 

por P. fluorescens WCS365 no dio lugar a un aumento en el peso de las raíces o 

ramas de pepino, ni en pimiento o el tomate, pero si dio lugar a un significativo 

aumento en el peso de la raíz del rábano. El rábano produce por lo menos nueve 

veces más triptófano en su exudado que las plántulas de pepino, pimiento o tomate.  

La fijación de nitrógeno de la bacteria Azotobacter paspali aislada de una especie de 

gramínea subtropical, mejora el crecimiento de una variedad de dicotiledóneas y 

plantas monocotiledóneas. Experimentos con nitrógeno añadido sugieren que la  

promoción del crecimiento vegetal se debe a la producción de los factores de 

crecimiento vegetal tales como el AIA, giberelinas y citocininas y no por la fijación de 

nitrógeno (Okon y col. 1998). 

Algunas rizobacterias  tales como las cepas de B. subtilis GB03 y B.

amyloliquefaciens IN937a  promueven el crecimiento de las plantas mediante la 

liberación de compuestos volátiles. Estas dos cepas promovieron grandemente el 

aumento del área foliar de plántulas de A. thaliana en un sistema experimental de 

compartimientos separados donde las plantas y las bacterias no se tocan pero 

comparten el espacio de cabeza (Figura 2) ambas bacterias producen los 
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compuestos volátiles  2,3-butanediol y acetoína, mientras que bacterias no 

promotoras del crecimiento vegetal (E. coli DH5 ) no los producen, y las bacterias 

mutantes de B. amyloliquefaciens IN937a y B. subtilis GB03 bloqueadas en la 

biosíntesis de estos compuestos tampoco promueven el crecimiento en la planta 

(Ryu y col.  2003). 

 

Figura 2. Cuantificación de la promoción del crecimiento en A. thaliana frente a diversas cepas PGPRs y no PGPRs, en un 

sistema de cajas de Petri en compartimentos separados. B. amyloliquefaciens IN937a, B. subtilis GB03, Serratia marcescens 

90–166, B. pasteurii C-9, Pseudomonas fluorescens 89B-61, Bacillus pumilus T4 y Escherichia coli DH5  usada como control 

(ver Ryu y col. 2003). 

 

Más recientemente, Zhang y colaboradores (2008) encontró que B. subtilis GB03 

aumenta la eficiencia fotosintética y el contenido de clorofila 

de A. thaliana a través de la modulación de la señalización endógena de la glucosa y 

ácido abscísico. Llegaron a la conclusión de que la bacteria juega un papel regulador 

en la adquisición de energía para la planta. El cofactor PQQ fue descrito como un 

promotor del crecimiento de plantas. Promotores sintéticos de PQQ genera un 

crecimiento de las plantas de tomate y pepino. 

Los resultados sugieren que PQQ actúa como un antioxidante en las plantas. Sin 
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embargo, no se puede excluir que el efecto es indirecto porque PQQ es un cofactor 

de varias enzimas que participan en la actividad antifúngica y la inducción de 

resistencia sistémica en la planta (Lugtenberg y col. 2009).  

-Control de estrés  

Algunas PGPRs como Enterobacter spp. (Ping y Boland 2004) contienen la enzima 

1-aminociclopropano-1- carboxilato (ACC) deaminasa que facilita el crecimiento y 

desarrollo de la planta mediante la disminución de los niveles de etileno en plantas. 

Tales bacterias toman el precursor del etileno (ACC) para convertirlo en 2-

oxobutanoato y NH3. Varias formas de estrés son desahogadas por la producción de 

ACC deaminasa, tales como los efectos de las bacterias fitopatógenas y la 

resistencia al estrés por hidrocarburos poliaromáticos, metales pesados como el Ca2+ 

y Ni2+  y resistencia al estrés salino y desecación (Glick y col. 2007). 

 

4.3.2  Promoción del crecimiento vegetal de forma indirecta  

Como ya lo hemos dicho con anterioridad, las PGPRs provocan el crecimiento de las 

plantas por mecanismos directos e indirectos, ahora bien, en los mecanismos 

indirectos está involucrada la habilidad de las bacterias PGPRs para reducir el 

crecimiento de organismos deletéreos para las plantas. Las PGPRs indirectamente 

pueden provocar el crecimiento de la planta vía la supresión del crecimiento de 

fitopatógenos por una variada cantidad de mecanismos. Esto incluye la habilidad 

para sintetizar moléculas como los sideroforos que quelan el hierro dejando un 

ambiente rizosferico libre de hierro para los fitopatógenos y de esta manera queda 

debilitando su estatus nutrimental para los fitopatógenos; también tenemos la 

capacidad de producir metabolitos anti-fúngicos como es el caso de los antibióticos, 

enzimas que lisan paredes celulares, cianuros y toda clase que compuestos que 

desencadenan la supresión del crecimiento de organismos patógenos de plantas 

(Nelson 2004). Un ejemplo bien documentado es donde se demuestra la capacidad 

de las PGPRs para fomentar el crecimiento de plantas por estos mecanismos es el 

de B. subtilis G8; Esta bacteria aislada del suelo (En la republica popular de China) 

produce compuestos orgánicos volátiles anti-fúngicos. En estos experimentos se 



Análisis de la comunicación bioquímica Medicago spp. Arthrobacter agilis 2011

17

demostró que diversos organismos fitopatógenos en los que se encontraban S.

sclerotiorum y B. cinerea se veían reprimidos en el crecimiento del micelio y la 

germinación en porcentajes muy importantes, esto debido a la exposición de los 

compuestos volátiles provenientes de B. subtilis G8. Posteriormente en este mismo 

trabajo, mediante un análisis cromatográfico se observo que esta bacteria sintetizaba 

y liberaba compuestos como alcoholes, esteres, cetonas, ácidos y aminas entre 

otros, que seguramente sean la causa de semejante represión vista (Liu y col. 2008).  

 
4.4 Comunicación Bacteria-Bacteria 
Las bacterias PGPRs al igual que el resto de los organismos procariotas presentan 

un sistema de comunicación bastante sofisticado. Uno de los paradigmas más 

grandes en la microbiología es la concepción de la existencia de las bacterias como 

organismos asociales, cuya única actividad era dividirse para generar una nueva 

bacteria, cada una, idéntica a la otra. Sin embargo, desde hace más de 60 años se 

ha sugerido que lejos de esta conducta aislada, puede existir una conducta 

bacteriana en grupo.  

En 1962 McVittie y colaboradores, sugirieron la posibilidad de ésta forma de 

comunicación durante el proceso de formación del cuerpo fructífero en Myxococcus 

xanthus (McVittie y col. 1962). A ellos siguió la evidencia de una posible molécula 

señalizadora en Neumococos, la cual era liberada al medio de una manera 

dependiente de la densidad celular y a la que relacionaron con el fenómeno por el 

cual este organismo incorporaba DNA exógeno, llamado competencia, haciendo una 

analogía de este sistema de comunicación al de las hormonas en organismos 

superiores. De esta forma se fueron identificando otros mecanismos similares que 

comprobaron que las bacterias se comunican entre sí. 

En 1994, Fuqua y colaboradores usaron el término “quórum sensing” para describir 

un fenómeno dependiente de densidad celular (Fuqua y col. 1994). Este proceso 

está basado en la producción de moléculas que sirven como señales cuya 

concentración depende de la densidad del organismo que la produce. Una vez que 

estas moléculas o autoinductores alcanzan el umbral de detección, inducen 

diferentes fenómenos en la célula. 
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Existen diferentes formas de comunicarse con las demás bacterias, básicamente 

estas se agrupan en dos: una es la comunicación vía péptidos y la otra es la 

comunicación a través de acilo homoserina lactonas (AHLs), lenguajes usados por 

bacterias gran positivas y proteobacterias respectivamente (Reading y Sperandio 

2006), ambas moléculas son llamadas autoinductores. 

Muchas bacterias sólo expresan patogenicidad (factores de virulencia) cuando se 

encuentran en una gran densidad de células bacterianas, cuando el nivel de 

detección de quórum de moléculas tales como las AHLs se acumulan y es elevado 

en el medio. Las AHLs se requieren por ejemplo, para la síntesis de enzimas que 

degradan la pared de las células que el patógeno Erwinia carotovora utiliza. La 

interferencia de señales es un mecanismo de control biológico basado en la 

degradación de la AHL, por ejemplo las AHL-lactonasas de las cepas de B.

thuringiensis hidrolizan el anillo de lactona o por las AHL-acilasas que rompen el 

enlace amida. Recientemente, se ha demostrado que AHL-acilasas juegan un papel 

en la formación de biopelículas. La falta de formación del biopelículas probablemente 

hace más fácil control biológico (Shephard y Lindow 2008; Lugtenberg y col. 2009) 

(Figura 3). 

 

 

 
Figura 3. Diversos autoinductores usados en bacterias Gram negativas. 
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4.5 Importancia de las plantas leguminosas en el consumo humano 

Las plantas leguminosas y cereales han suministrado al hombre las primeras plantas 

cultivables. Hace unos diez mil años en la zona del cercano oriente, existía una 

asociación entre ciertas semillas (trigo, cebada, lenteja, yeros y guisantes) y los 

asentamientos humanos, que era un indicativo de una recolección preferencial: el 

primer paso hacia el nacimiento de la Agricultura. Los restos fósiles de semillas de 

trigo, cebada, lentejas y guisantes de hace ocho mil años indican que ya se 

encontraban domesticadas por el hombre, domesticación que alcanza a las habas en 

el cuarto milenio a. de C. Las leguminosas también aparecen pronto en la agricultura 

del nuevo mundo (4000 a. de C.), precediendo en casi mil años al maíz (Gutteridge y 

Shelton 1998). 

Los antiguos egipcios tuvieron en alta estima a las lentejas, cultivándolas 

extensamente y con mucho cuidado. Fueron también muy apreciadas por los 

romanos; se dice que en el barco especial en que se transportó un obelisco desde 

Egipto a Roma, durante el reinado de Calígula, se transportaron 840 toneladas de 

lentejas. 

Se les ha llamado a las leguminosas secas "la carne del pobre", designación que 

tiene interés desde varios puntos de vista. En primer lugar, por su alto contenido 

proteínico (la mayor parte de las leguminosas sobrepasan el 20% de proteínas en 

sus semillas). Ya en tiempos medievales la iglesia recomendaba el consumo de 

legumbres en época cuaresmal (Gutteridge y Shelton 1998; Caddel y col. 2000). 

En segundo lugar, se asocian las leguminosas con la idea de pobreza frente al 

consumo de carne animal, símbolo de riqueza. Esta asociación viene de la 

antigüedad, siendo conocida y familiar en la antigua Grecia clásica.  

En tercer lugar la expresión "carne de pobre" es despectiva en el sentido de que 

constituye un alimento de "segunda clase". En la Biblia (Gén. 25, 34 y ss.) Esaú 

vende sus derechos de primogenitura (algo tan importante) por un plato de lentejas 

(poco importante). En cambio cuando van a obtener la bendición de Isaac, le 
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preparan un "guiso sabroso" hecho carne. También es la Biblia la que recoge el 

primer experimento dietético realizado con seres humanos alrededor del año 600 a. 

de C. (Gutteridge y Shelton 1998; Caddel y col. 2000). 

Actualmente, el consumo de leguminosas varía desde los 3 gramos/persona/ida en 

Suecia, Alemania, etc. y los 71 gramos en la India. Este consumo es inverso al 

consumo de proteínas de origen animal. 

Según los datos de la FAO, en Estados Unidos e Italia, el consumo de leguminosas 

desciende con el aumento de los ingresos. En Austria, Alemania, Países Bajos, 

Noruega y la mayoría de los países de Europa Central y Septentrional, el pequeño 

consumo de las leguminosas no está influido por los ingresos. En la India, Japón y 

otros países asiáticos el consumo de leguminosas es mayor en los grupos de rentas 

elevadas que en las mas inferiores. Encuestas realizadas sobre las tendencias en 

Colombia parecen indicar mayor consumo en familias más ricas (Gutteridge y 

Shelton 1998; Caddel y col. 2000). 

Las leguminosas, junto con los cereales, algunas frutas y raíces tropicales, han sido 

la base esencial de la alimentación humana por milenios, siendo el uso de las 

leguminosas, en sus múltiples formas, compañero inseparable de la evolución del 

hombre. Son muchos los factores que contribuyen a este hecho. 

El número de especies de la familia es de casi 20.000. La enorme variabilidad de 

formas y estrategias adoptadas ha permitido a sus especies adaptarse a las 

condiciones ecológicas más diversas que van desde los trópicos de África, Asia y 

América a zonas templadas e incluso frías. La familia Leguminosae que está 

presente en zonas áridas tiene también especies acuáticas. Sus representantes se 

encuentran tanto en altitudes inferiores a cero, como en lugares casi inaccesibles de 

los Andes (Gutteridge y Shelton 1998; Graham y Vance 2003). 

El elevado contenido protéico en el grano de algunas especies de leguminosas, 

convierte esta familia en la principal fuente de proteína vegetal para la mayor parte 

de herbívoros y omnívoros, y entre estos últimos, para el hombre. La capacidad de 
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tantas leguminosas de establecer una relación simbiótica con microorganismos 

capaces de fijar el nitrógeno atmosférico y transformarlo en modo asimilable por las 

plantas, permite la colonización natural de suelos que, de otro modo, permanecerían 

casi despoblados. Esa característica no solo beneficia a las leguminosas que la 

poseen, sino a las gramíneas y otras familias que crecen a un lado. Esta asociación 

es esencial en los grandes prados naturales y artificiales sobre los que se basa la 

ganadería mundial.       La parte de la planta consumida en alimentación animal y 

humana varía entre las distintas especies de leguminosas. En la mayor parte de los 

casos, la parte comestible coincide con la utilizada por la planta como almacén de 

sustancias de reserva. La gran variación existente en la parte consumida, es una 

consecuencia de la diversidad de estrategias utilizadas por las leguminosas para su 

adaptación a los medios más diversos a los que hemos mencionado (Gutteridge y 

Shelton 1998; Graham y Vance 2003). 

4.5.1  Importancia de la alfalfa en el contexto de consumo de leguminosas 

La alfalfa (Medicago sativa) es fundamental en la alimentación del ganado (Michaud 

y col. 1988) (Tabla 2). 

La alfalfa es un recurso importante en la producción agropecuaria en las regiones 

templadas del mundo. Su calidad nutritiva, producción de forraje, hábito de 

crecimiento, perennidad, plasticidad y capacidad de fijación simbiótica de nitrógeno 

atmosférico, la convierten en una especie esencial para muchos sistemas de 

producción agropecuaria, desde los intensivos a corral que la incluyen en la dieta 

animal como forraje cosechado y procesado, hasta los pastoriles que la utilizan en 

pastoreo directo (Roberto y Viglizzo 1993). 

En países donde las producciones de leche y carne son relevantes, esta especie 

forrajera es básica en la alimentación. Sin embargo, la dimensión real de su valor 

surge cuando se considera, además, el rol de esta leguminosa en la sustentabilidad 

de los sistemas de producción, por su función en la recuperación de la fertilidad y 

estabilidad edáfica (Crookston, 1984). 
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La superficie cubierta por alfalfa en pasturas puras y asociadas con gramíneas es 

variable en diferentes países y su determinación ambigua. Los precios de los 

productos agropecuarios (carne, leche y granos) tienen el mayor efecto sobre el 

aumento o disminución de dicha superficie. 

PAIS  SUPERFICIE (Miles de Ha)  

Italia  2000  

Francia  1500  

España  329  

Grecia  180  

Turquía  74  

Argelia  6  

Israel  3  

Tabla 2. Cultivo de alfalfa en países mediterráneos (www.infoagro.com/herbaceos/forrajes/alfalfa.htm) 

 

Es un cultivo que permite aumentar la carga animal, mejorar la ganancia en peso o el 

rendimiento en producción individual de leche. Conociendo sus aspectos más 

básicos, la importancia del cultivo y su historia, es fácil inferir la trascendencia de la 

necesidad de la producción de esta leguminosa y el valor económico y social que ello 

puede representar para una región (D’Attellis, 2005).  

 
4.6 Comunicación Plantas-Bacterias  

Las plantas Leguminosas también están implicadas en otros aspectos biológicos, ya 

que pueden percibir y responder a los autoinductores producidos por las bacterias. 

Mathesius y colaboradores realizaron un análisis del proteoma de la leguminosa 

Medicago truncatula, y se observo que esta planta es capaz de detectar 

concentraciones micromolares de AHLs provenientes tanto de bacterias simbiontes 

como Sinorhizobium meliloti o de fitopatógenos como Pseudomonas aeruginosa, 

además de esto, se vio que éstas plantas responden de manera global en 
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importantes cambios como la acumulación de más de 150 proteínas. Las AHLs 

también indujeron la activación de tejido específico, ya que se observo una mayor 

actividad de auxinas, tres distintos promotores a chalcona sintasa y proteínas 

relacionadas con la síntesis de flavonoides,  esto solo en presencia de los 

autoinductores bacterianos. Estos resultados indican que las estas plantas tienen 

una amplia gama de respuestas funcionales a AHLs bacterianos y que pueden 

desempeñar un papel importante en las interacciones eucariota-procariota 

(Mathesius y col. 2003). 

De manera muy parecida plántulas de chícharo (Pisum sativum) también reaccionan 

a la presencia de AHLs bacterianos. Exudados de ésta plántula se vio que presenta 

varios compuestos que mimetizan los autoinductores bacterianos, ya que tanto las 

plántulas, las semillas y los exudados de ambos al estar en presencia de la cepa de 

C. violaceum CV026 se reprime el umbral de detección de quórum sensing, 

estimulando la conducta en unas cepas e inhibiéndola en otras dependiendo del 

autoinductor que ésta utilice. La naturaleza química de estos compuestos activos no 

se pudo determinar, pero si se sabe que son compuestos orgánicos de la misma 

naturaleza que las AHLs (Teplitski y col. 2000). 

Arabidopsis thaliana también puede percibir y reaccionar a diferentes autoinductores 

bacterianos, encontrando cambios en el desarrollo post-embrionico de la raíz. La 

presencia de estos compuestos alteró el crecimiento de la raíz primaria, la formación 

de raíces laterales y el desarrollo de los pelos radiculares. De todas las AHLs 

probadas (4-14 átomos de carbono de longitud del grupo acilo) se encontró que la N-

decanoil-homoserina lactona (C10-HL) fue la molécula más activa en alterar en 

general el desarrollo de la raíz. En primera instancia los efectos vistos en A. thaliana 

son muy parecidos a los producidos por las auxinas en la modulación del sistema 

radicular, pero también se rebeló que se trataba de mecanismos de señalización 

independientes a las auxinas. Estos resultados nos muestran como las AHLs pueden 

influir en el desarrollo de la raíz de A. thaliana y de cómo éstas plantas poseen los 

mecanismos necesarios para responder a estos compuestos (Ortiz-Castro y col. 

2008).  



Análisis de la comunicación bioquímica Medicago spp. Arthrobacter agilis 2011

24

4.7 Arthrobacter agilis UMCV2 como PGPR 
En uno de nuestros trabajos anteriores, pudimos identificar diferentes cepas 

bacterianas con una elevada capacidad para solubilizar hierro para las plantas. Estas 

cepas fueron aisladas de la rizosfera de frijol (P. vulgaris L.) y maíz (Z. mayz), 

mediante un análisis ribosomal 16S encontramos que estas bacterias correspondían 

a B. megaterium UMCV1, A. agilis UMCV2, S. maltophilia UMCV3 y S. maltophilia 

UMCV4. De la elevada tasa de reducción del hierro, mostró que las plantas de frijol 

crecidas en condiciones pobres de hierro y expuestas a estas cepas, incrementaron 

su estatus nutricional, lo cual se vio reflejado en como aumento en el peso fresco y 

concentración de hierro en el tejido fresco de la planta (Valencia-Cantero y col. 

2007). 

En otro trabajo realizado en nuestro laboratorio se evaluó el papel que juegan estas 

rizobacterias ferrirreductoras en la obtención de Fe en plántulas de alfalfa (M. sativa) 

en sus primeros estadíos de crecimiento, evaluando la susceptibilidad de la alfalfa a 

la escasez por Fe. Al inocular las plantas de alfalfa con las distintas cepas UMCV se 

aprecia claramente que la rizobacteria  (Arthobacter agilis) genera valores por 

encima del resto de los tratamientos y el control en cuanto a la longitud de la parte 

aérea y concentración de clorofila. Indicando una influencia positiva sobre la planta 

en presencia del hierro. En este mismo trabajo desarrollamos combinaciones entre 

las diferentes cepas encontradas y vimos que todos los consorcios en donde se 

encontraba la cepa A. agilis UMCV2 aumentaba el desarrollo de la planta de alfalfa 

en aspectos como longitud de la parte aérea y concentración de clorofila (Velázquez-

Becerra 2007). 
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5. JUSTIFICACION 

Las plantas leguminosas presentan la característica de producir compuestos que 

influyen directamente sobre la comunidad microbiana del suelo rizosférico. La planta 

de alfalfa y la rizobacteria A. agilis UMCV2 presentan una afinidad que posiblemente 

esté mediada por la emisión compuestos volátiles. Por tal motivo,  es importante 

conocer cómo este tipo de compuestos provenientes tanto de plantas y de las 

bacterias influyen sobre el crecimiento y el establecimiento de una simbiosis, ya que 

el mecanismo por el cual ésto ocurre está poco claro y la elucidación de ésta 

información puede ser usada como una poderosa herramienta biotecnológica tanto 

para el control de organismos deletéreos para las plantas como para fomentar su 

rendimiento.    
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6. HIPOTESIS 
Existe una comunicación bioquímica entre plantas de Medicago spp. y la bacteria 

Arthrobacter agilis, en la cual está involucrada la emición de compuestos volátiles, 

propiciando cambios morfológicos de la raíz y desarrollo general de la planta. 
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7. OBJETIVO GENERAL 

Investigar el efecto de la inoculación de Arthrobacter agilis UMCV2 en el crecimiento 

y desarrollo de plántulas de Medicago sativa y Medicago truncatula crecidas en 

sistemas in vitro, así como el efecto de los compuestos orgánicos volátiles 

producidos por ésta rizobacteria sobre ambos organismos. 

 

 

 

8.  OBJETIVOS PARTICULARES 
 

-Determinar la existencia de la interacción entre la rizobacteria A. agilis con la planta 

de M. sativa y M. truncatula mediada por un posible mecanismo de señalización 

química.  

 

-Identificar los efectos producidos por los compuestos orgánicos volátiles en 

plántulas de M. sativa. 

 

-Realizar y analizar el perfil de los compuestos orgánicos volátiles emitidos por A.

agilis UMCV2 en presencia de plantas del genero Medicago. 

 

Identificar uno o más compuestos orgánicos volátiles con efecto sobre el desarrollo 

de la plantas del género Medicago y la bacteria A. agilis. 
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9. RESULTADOS  

Capítulo I 
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10. RESULTADOS Capítulo II 

LA PLANTA LEGUMINOSA Medicago truncatula y LA RIZOBACTERIA 
Arthrobacter agilis SE PERCIBEN MUTUAMENTE POR MEDIO DE SUS 

COMPUESTOS ORGÁNICOS VOLÁTILES 
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LA PLANTA LEGUMINOSA Medicago truncatula y LA RIZOBACTERIA 
Arthrobacter agilis SE PERCIBEN MUTUAMENTE POR MEDIO DE SUS 

COMPUESTOS ORGÁNICOS VOLÁTILES 

 

Crisanto Velázquez-Becerra1, Lourdes I. Macías-Rodríguez1, Idolina Flores- Cortez1, 

José López-Bucio1 y Eduardo Valencia-Cantero1  

 
1 IIQB-Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo. Edificio B5; Ciudad 

Universitaria. C.P. 58030 Morelia; Michoacán, México; Tel.:5.443.3265788; Fax: 

5.443.3265788. 

Email:  vcantero@umich.mx. 

 

Resumen 
Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs) son bacterias que 

colonizan las raíces de las plantas e inducen un mayor crecimiento de las mismas, 

por lo que la relación planta-microorganismo que se establece es considerada 

benéfica. Para el establecimiento de la de la relación actualmente se considera que 

existe una comunicación química entre plantas y microorganismos. En el presente 

trabajo se muestra que la PGPR Arthrobacter agilis UMCV2 promueve el crecimiento 

de la leguminosa Medicago truncatula al tiempo que mejora su estatus nutrimental 

por hierro. Un análisis de los compuestos orgánicos volátiles (VOCs) producidos por 

A. agilis y M. truncatula en sistemas in vitro por separado y en un sistema donde 

solamente interaccionan por medio del espacio gaseoso, muestra una producción 

diferencial de VOCs de cada organismo en presencia de su contraparte, de esta 

forma M. truncatula deja de emitir VOCs con propiedades antimicrobianas como el 

carvol y el eucaliptol, y A. agilis incrementa su producción de dimetilhexadecilamina, 

un compuesto con probado efecto promotor del crecimiento vegetal. Con estos datos 

nosotros proponemos que M. truncatula y A. agilis son capaces de reconocerse 

mutuamente por medio de la emisión de VOCs. 
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Palabras clave: Compuestos orgánicos volátiles, interacción planta-microorganismo, 

dimetilhexadecilamina. 

 

INTRODUCCIÓN 

El sistema radicular de las plantas es una estructura que funciona para el anclaje al 

suelo, toma de agua y nutrientes,  además presenta la característica de liberar 

diferentes compuestos en diferente área y con diferente intensidad en la zona 

denominada rizosfera (Bais y col. 2006). La rizosfera es una espacio entre el suelo y 

la raíz que está influida de manera directa por los exudados de la planta, en esta 

zona también se encuentran microorganismos como las rizobacterias promotoras del 

crecimiento vegetal (PGPRs por sus siglas en ingles) que son capaces de estimular 

el crecimiento y desarrollo de las plantas (de la Peña y col. 2008). 

La naturaleza de los exudados vegetales puede ser muy variada, básicamente se 

pueden categorizar en 3 tipos: (1) compuestos de bajo peso molecular (aminoácidos, 

iones, oxigeno libre, agua, ácidos orgánicos, azúcares, fenóles, vitaminas y 

fitosideroforos), (2) alto peso molecular (mucilagos (polisacáridos) y proteínas) y (3) 

compuestos orgánicos volátiles o (VOCs) (Alcoholes, aldehídos, cetonas y CO2 entre 

otros). Los VOCs son definidos como todos aquellos compuestos que presentan una 

presión de vapor de 0.01 kPa o más a 293.15 K (20ºC) a (Insam y Seewald 2010), lo 

que resulta en que se volatilizan a temperatura ambiente. 

Los VOCs pueden ser liberados de manera constitutiva o bajo condiciones de estrés 

biótico o abiótico y ser usados por las plantas como mediadores de una 

comunicación entre organismos del mismo o diferente reino. Juega un papel 

fundamental en repeler el ataque que organismos deletéreos o para el 

establecimiento de una simbiosis (Walker y col. 2003; Bais y col. 2006). 

Las PGPRs también participan en el bienestar de las plantas mediante la emisión de 

VOCs, ya que se ha visto que la liberación de compuestos como amonio, cianuro de 

hidrogeno, alcoholes y otros tienen una repercusión directa sobre la antibiosis y 

biocontrol sobre fitopatógenos. Además, la emisión de volátiles bacterianos también 
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tienen un papel participativo en la inducción en las plantas de un fenómeno llamado 

resistencia sistémica inducida (RSI) (Rudrappa y col. 2010). Esta aparece cuando el 

mecanismo de defensa de las plantas es estimulado y preparado para resistir la 

infección de patógenos. Ryu y colaboradores (2003b) encontraron que la emisión de 

volátiles secretados por B. subtilis GB03 y B. amyloliquefaciens IN937a mostraron la 

capacidad de propiciar una RSI en plántulas de A. thaliana, inducida bajo la 

presencia de la bacteria fitopatógena Erwinia canotovora subsp. carotovora.  

Para conocer como los VOC de PGPRs  pueden generar una promoción del 

crecimiento en las plantas, Zhang y colaboradores (2007) examinaron los niveles de 

RNAm en plántulas de A. thaliana expuestas a los volátiles de la bacteria GB03. El 

autor observo un incremento de más de 26 mil transcritos que codifican a proteínas, 

muchos de ellos relacionados con modificaciones en la pared celular, metabolismo 

primario y secundario y la homeostasis de auxinas, mostrando así que los VOCs 

bacterianos influyen directamente en las rutas metabólicas involucradas en la 

morfogénesis de las plantas. Anteriormente ya había sido mostrado que la planta 

leguminosa Medicago truncatula es capáz de percibir Acilo homoserina lactonas 

(AHLs)  producidas por bacterias y reaccionar de manera diferencial dependiendo de 

si el compuesto es producido por una PGPR o una bacteria fitopatógena (Mathesius 

y col, 2003), lo que perfila la posibilidad de un dialogo bioquímico muy extenso entre 

bacterias y plantas. 

Arthrobacter agilis UMCV2 es una rizobacteria capaz de promover el crecimiento de 

las leguminosas frijol (Phaseolus vulgaris) y alfalfa (Medicago sativa) cuando se le 

inocula en las raíces de estas plantas (Valencia-Cantero y col 2007; Velázquez 

Becerra 2007), y un trabajo reciente de nuestro grupo de investigación mostró que A. 

agilis UMCV2 produce dimetilhexadecilamina, un compuesto volátil estructuralmente 

relacionado a las AHLs y capáz de promover el crecimiento vegetal de M. sativa 

(Velázquez-Becerra y col. 2011). 

En el presente trabajo estudiamos la interacción M. truncatula-A. agilis UMCV2 

mediada por la emisión de VOCs y mostramos evidencia de un reconocimiento 

mutuo entre la planta y la bacteria.   
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material Vegetal. 

Se usaron semillas de plantas leguminosas de Medicago truncatula A17 Jemalong, 

proporcionadas por la Universidad Nacional Autónoma de México - Centro de 

Ciencias Genómicas, Av. Universidad s/n Col. Chamilpa 62210, Cuernavaca, Mor. 

Las semillas se almacenaron a 4 ºC hasta su uso.  

 

Cepas Bacterianas. 

Se utilizó la cepa Arthrobacter agilis UMCV2, aislada de suelo ligeramente ácido pH 

6.8 (Valencia-Cantero y col. 2007), conservada en glicerol al 40 %  a -20 ºC hasta su 

huso.  

 

Efecto de UMCV2 sobre el crecimiento de Medicago truncatula. 
Las semillas de Medicago truncatula se esterilizaron superficialmente con ácido 

sulfúrico concentrado por 8 min, se enjuagaro con agua corriente, se agregó 

hipoclorito de sodio por 2 min y se vuelvió a enjuagar 5 veces con agua estéril. Las 

semillas de colocaron en cajas de petri con agar-agua a 4 ºC por 48 hrs y después se 

colocaron en una cámara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 hrs luz/8 hrs 

oscuridad, intensidad de luz 200 mol m2 s–1a 22-23 ºC hasta su germinación. Los 

germinados se colocaron en frascos de vidrio de 18 cm de alto y 9 cm de diámetro 

con 200 ml de medio nutritivo de Hoagland más 6 g agar de micropropagación por 

litro. Después de 11 días a la mitad de los tratamientos frascos se les colocó un plato 

de 3 cm de diámetro con agar nutritivo (AN) inoculado con la bacteria A. agilis 

UMCV2, a la otra mitad de los frascos se les colocó en plato sin inocular. El 

experimento se mantiene hasta que las plantas cumplieron 25 días de edad. 

Después de este tiempo, las plantas fueron medidas y pesadas. La concentración de 

clorofila en los brotes de la planta se determinó por método espectrofotométrico. Al 
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momento de la determinación, los brotes de las plantas fueron cosechados y 

pesados en balanza analítica, e inmediatamente macerados con nitrógeno líquido y 5 

mL de una mezcla de acetona/etanol al 80/20 % (V/V) en un mortero. Las muestras 

fueron filtradas con papel filtro Whatman No. 4. Se determinó la absorbancia de las 

muestras a 663 y 665 nm para calcular la concentración de clorofila a y clorofila b 

con base en los coeficientes de extinsión de Jeffrey and Humphrey (1975). La 

concentración de clorofila se reportó como la suma de la clorofila a y la clorofila b. 

 

 
Análisis de compuestos volátiles. 

Para el análisis cromatográfico se montaron los siguientes tratamientos:  

1- VOCs de la Bacteria. Cajas de petri con AN nutritivo donde de creció la cepa 

UMCV2 durante 4 días. 

2- VOCs de la planta. Frascos de 1 L de volumen con 200 ml de medio nutritivo 

de Hoagland mas 6 g agar de micropropagación donde creció la planta de 

Medicago truncatula, tal como se explica en el segmento anterior. 

3-  VOCs de la interacción planta-bacteria. Frascos de 1 L de volumen con 

200 ml de medio nutritivo de Hoagland mas 6 g agar de micropropagación 

donde crece la planta de  Medicago truncatula con bacteria A. agilis UMCV2, 

tal como se explica en el segmento anterior.  

4- Controles. Además se analizaron cada uno de los medios de cultivo por 

separado para ser descartados en la tabla final de resultados.  

 

El análisis se realizo con la técnica de  microextracción en fase sólida o SPME (por 

sus siglas en inglés), colocando la fibra azul  (PDMS/DVB) (Supelco,Inc., Bellafonte, 

PA, U.S.A.) por 30 min a 30 ºC, posteriormente es desorbido por 30 s en puerto de 

inyección del cromatografo de gases acoplado a espectrómetro de masas  (Agilent 

6850 Series II; Agilent, Foster City, CA, U.S.A.). La columna capilar es de 25 m × 

0.52 mm, grosor de 0.32 m (HP-FFAP, Agilent), se uso helio (1 ml/min) como gas 

acarreador. Las rampas de temperatura fueron las siguientes: Tiempo inicial 40 ºC, 
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tiempo1 3 min, R1 3ºC/min, tiempo final 180 ºC, tiempo2 5 min, tiempo post-corrida 

230 ºC/3min, tiempo máximo 240 ºC, tiempo de equilibrio 3min. El tiempo de corrida 

es de 57 min.  

Los tratamientos se muestrearon a los 23 y 25 días de germinada la semilla de  M.

truncatula.  

 

Análisis estadístico. 
Todos los experimentos se realizaron en replicas de 4 y cada experimento se realizo 

al menos 2 veces cada experimento. Se uso el paquete estadístico STATISTICA de 

startsoft, aplicando un análisis de varianza seguida de una prueba de rango múltiple 

de Duncan (significancia de 0.05). 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Con la idea de extender a otra planta leguminosa nuestros resultados previos que 

muestran la estimulación de crecimiento de M. sativa por los VOCs de A. agilis 

UMCV2 (Velázquez-Becerra y col., 2011) y explorar la hipótesis de un 

reconocimiento plantas leguminosas con bacterias mediante la emisión de 

compuestos volátiles, se efectuaron experimentos de interacción planta-bacteria 

empleando M. truncatula y A. agilis UMCV2. Se empleó un sistema consistente en en 

francos de 1 L de volumen, donde las plantas no estuvieran sometidas a estrés por 

falta de espacio. Cuando las plantas tuvieron 11 días de edad se introdujo un 

pequeño plato de agar nutritivo inoculado (o no inoculado en el caso de los controles) 

con A. agilis UMCV2 y el experimento se mantuvo por 25 días. De esta manera se 

evitó el contacto directo entre planta y bacteria pero se logró que los VOCs 

producidos por la bacteria interactuaran con la planta y viceversa. 

Efecto de los VOCs de A. agilis UMCV2 sobre el desarrollo de M. truncatula. 

En estas condiciones fue notorio que los VOCs bacterianos causaron un efecto 

estimulatorio del crecimiento en los brotes aéreos de las plantas, medido como 

longitud de los tallos (Figura 1a, 1d y 1e) y más claramente como biomasa de las 
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plantas, siendo que las plantas crecidas en interacción con los VOCs bacterianos 

tuvieron alrededor de un 30% más de peso fresco que las plantas control (Figura 1b). 

En A. thaliana bacterias como B. subtilis GB03 y B. amyloliquefaciens IN937a 

también promueven el crecimiento vegetal mediante la emisión VOCs, tales como el  

2,3-butanediol y acetoina (Ryu y col. 2003). La naturaleza de los compuestos y la 

variedad de las bacterias que alteran el crecimiento vegetal puede ser muy variada. 

Volátiles de P. fluorescens L13-6-12, S. maltophilia R3089 que también alteran el 

crecimiento vegetal, en especial el peso fresco de las hojas de A. thaliana 

(Vespermann y col. 2007, Tarkka y Piechulla 2007, Kai y col. 2008).  

Un trabajo previo realizado en nuestro grupo de investigación muestra que A. agilis 

UMCV2 produce el VOCs capaces de de promover el crecimiento vegetal de M.

sativa medido como producción de biomasa y que adicionalmente modifica la 

estructura de la raíz de esta planta (Velázquez-Becerra y col., 2011). Con el presente 

trabajo confirmamos que el efecto promotor del crecimiento producido por los VOCs 

de A. agilis UMCV2 puede ser extendido a otras plantas leguminosas como M. 

truncatula. 

Otra característica que resultó evidente en las plantas crecidas en presencia de las 

bacterias fue un aumento en la concentración de clorofila que fue de prácticamente el 

doble de la encontrada en las plantas control (Figura 1c). Esto último fue 

especialmente interesante, dado que la concentración de clorofila es considerada 

como un indicador del estatus nutrimental del hierro en las plantas (Terry y Abadía  

1986; Masalha y col., 2000). 
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Figura 1. Efecto de los VOCs de A. agilis sobre el crecimiento de M. truncatula. (a) Longitud de la 
parte aérea, (b) Peso fresco, (c) Concentración de clorofila, (d) imágenes representativas del 
tratamiento control y (e) imágenes representativas del tratamiento inoculado con A. agilis. Los 
asteriscos muestran diferencias significativas.  

 

Un efecto paralelo fue reportado por Zhang y colaboradores en 2009 pero en plantas 

de A. thaliana y empleando la bacteria B. subtilis GB03. No obstante que capa 

bacteriana GB03 se caracteriza por promover el crecimiento de Arabidopsis vía la 

producción de los VOCs 2,3-butanediol y la acetoina (Ryu y col. 2003), Zhang y 

colaboradores (2009) muestran que el aumento en la concentración de clorofila en 

las plantas es debido a un aumento en las expresión de los genes FRO2 e IRT1, 

(requeridos para la reducción y captación de hierro por parte de las plantas),  y que 

está relacionada con una acidificación del medio por el efecto de compuestos 
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volátiles ácidos, probablemente ácido glioxílico, ácido metil butanoico y ácido dietil 

acético. En un trabajo distinto, se muestra que los VOCs de esta misma cepa 

inducen la acumulación de aceites esenciales y promoción del crecimiento 

cuantificada como aumento de área foliar y peso fresco en plantas de Ocimum 

basilicum pero sin identificar el compuesto responsable o el mecanismo de acción 

involucrados (Banchio y col. 2009). En nuestro caso, fue imposible encontrar una 

variación en el pH del medio debido a la presencia de la bacteria en cualquiera de los 

experimentos (natos no mostrados). 

Como se menciona a continuación en los experimentos en el sistema A. agilis-M.

truncatula se determinaron los VOCs sin encontrarse el ácido glioxílico, ácido metil 

butanoico ó el ácido dietil acético. Sin embargo no se descarta que el aumento en la 

concentración de la clorofila en plantas de M. truncatula sea debida a un variación en 

la expresión de genes relacionados a la toma de Fe por las plantas inducida por 

VOCs. 

 

Compuestos volátiles encontrados en la interacción planta-bacteria. 

Con el análisis cromatográfico realizado a los cultivos bacterianos, a la planta en 

condiciones axénicas y al sitema de intreracción M. truncatula – A. agilis UMCV2 se 

identificaron una importante gama de VOCs. En la mezcla de compuestos emitidos 

por la bacteria A agilis UMCV2 encontramos al ácido acético, al octanol, el 2,4-Di-

tertbutil-fenol y la N,N-dimetill-1-Hexadecanamina (Tabla 1), que han sido reportados 

previamente como VOCs de origen bacteriano (Xu y col. 2004; Liu y col. 2008). 

En especial la N,N-dimetill-1-Hexadecanamina (dimetilhexadecilamina) fue 

encontrada dentro del perfil de VOCs producidos por A. agilis UMCV2 en un trabajo 

previo y se había demostrado su actividad como molécula moduladora del 

crecimiento de M. sativa (Velázquez-Becerra et al., 2011). 
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Tabla 1. VOCs producidos por A. agilis UMCV2, M. truncatula y A. agilis-M. truncatula  
 Cantidad normalizada de compuesto volátil (%)a 
Compuestos A. agilis AN M. truncatula A. agilis × 

 M. truncatulab 
3-Ciclohepten-1-ona 0 2.3 3.3 
Dimetil disulfuro  0 0 15.4 
3-Heptanona 0 0 1.7 
2-Etil hexanal  0 0 1.8 
Eucaliptol 0 1.3 0 
4-Octanona 0 0 0.6 
3-Octanona 0 0 4.1 
2-Octanona 0 0 0.5 
2,5-Dimetil pirazina 23.57 0 0 
Dimetil trisulfuro 0 0 10.5 
Nonanal 0 0 1.1 
1,4-Dicloro benzeno 0 0 13.2 
Acido acético  13.48 3.4 0.6 
1-Octen-3-ol 0 3.8 0.6 
1,2,3,4-Tetrahidro naftaleno  0 1.1 0.4 
2-Etil 1-hexanol  0 34.8 16.9 
1-Octanol 0 3.9 0.3 
2-Decenal 0 11.4 0.3 
p-Metil-1-en-octenol 0 4.3 0.6 
Carvol 0 1.3 0 
2-Dodecenal 0 1.9 0 
2,6-Di-tert-butil-4-sec-butylfenol 0 0 1.3 
Feniletil alcohol 0 0 1.0 
1-Dodecanol 0 28.7 1.1 
N,N-dimetill-1-Hexadecanamina 2.14 0 8.4 
3-Metil quinolina  10.60 0 0 
4-Octadecil morfolina 0 0 4.5 
1-Hexadecanol 0 1.6 0.2 
p-Amino acetofenona 0 0 0.8 
1-Metil silatrano 0 0 0.3 
2,5-Di-tertbutil fenol  0 0 0.4 
2,4-Di-tertbutil-fenol  50.20 0 0.2 
2-Morfolinometil-1,3-difenil-2-propanol 0 0 0 8.7 
2-Hexadecanol 0 0 0 0.5 
Ácido benzoico 0 0 0 0.3 
a Cantidad normalizada de compuesto volátil = (área del pico de compuesto volátil) / (total del área del pico 
de todos los compuestos volátiles). Los valores representan los porcentajes de 4 replicas. 
b Los valores reportados son la media de los compuestos encontrados en A. agilis-M. truncatula 
cuantificados a los 22 y 25 días después de la germinación de la semilla. 
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Fue en muy interesante observar que la abundancia relativa de la 

demetilhexadecilamina se pasara de un 2.14% en los cultivos de bacterias axénicas 

a 8.4% encontrada en los sistemas de interacción M. truncatula – A. agilis UMCV2, lo 

cual sugiere que la dimetilhexadecilamina es un compuesto de origen bacteriano que 

es sobreproducido cuando la bacteria percibe a la planta por medio de los VOCs que 

ésta emite. 

Por otra parte se encontraron una serie de compuestos atribuibles a la interacción 

planta-microorganismo, ya que no están presentes en los tratamientos con cultivos 

bacterianos puros o en los tratamientos con M. truncatula sin la presencia de A. 

agilis. Entre estos compuestos destacamos el dimetil disulfuro y el trimetil disulfuro 

(Tabla 1), ambos reportados como componentes de aceites esenciales de plantas 

con efecto antibacteriano (Bendimerab y col. 2005), o con efectos en el control de 

fitopatógenos (Wang y col. 2009), el nonanal, que se sabe es producido por plantas 

inoculadas con hongos fue detectado en la interacción Medicago-Arthrobacter (Jele  

y col. 2005), este compuesto causan inhibición de bacterias como B. cereus o 

Listeria monocytogenes (Bisignano y col. 2001). Otro VOC producto de la interacción 

fue la 3-octanona que es uno de los VOC característico de los hongos pero que al 

igual que el 1-octen-3-ol es producido también por plantas, en especial leguminosas 

y que pudiera tener efecto como antibacteriano y antifúngico (Maksimovi  y col. 

2008; Boué y col. 2005; Höckelmann y Jüttner 2004). 

Ese conjunto de VOCs  producto de la interacción parece indicar que M. truncatula 

reconoce y reacciona a los VOCs producidos por A. agilis y desencadena una 

respuesta defensiva, sin embargo en un sentido opuesto, también encontramos un 

grupo de compuestos producidos por M. truncatula entre los cuales está el  eucaliptol 

(1,8-Ceneol) y carvol que están presentes en el perfil de volátiles de las plantas y que 

desaparecen en el perfil de volátiles de la interacción planta-microorganismo (Tabla 

1). Tanto el  eucaliptol y como el carvol son compuestos con potente actividad 

antifúngica y antibacteriana, y se ha propuesto que incluso tienen un papel en la 

selección de las poblaciones de rizobacterias (Karamanoli y col. 2000; Sokovi  y van 

Griensven 2006; Vokou y col. 2001; Bader y col. 2007). Estos compuestos muestran 
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que M. truncatula percibe la presencia de A. agilis UMCV2 y en respuesta, elimina la 

emisión de algunos VOCs. Dada la actividad antimicrobiana del carvol y el 

eucaloptol, cave hipotetizar que la planta percibe a A. agilis UMCV2 como un 

organismo benéfico y por tanto al entrar en contacto con los VOCs de la bacteria, 

abate la producción de algunos de sus propios compuestos antimicrobianos como 

una manera de posibilitar el establecimiento de una interacción con este 

microorganismo. La aparente contradicción pudiera resolverse considerando la 

siguiente hipótesis: M. truncatula al detectar la presencia de un microorganismo 

despliega una respuesta defensiva general contra microorganismos patógenos, pero 

al reconocer a A. agilis como PGPR, suspende la liberación de compuestos capaces 

de inhibir a ésta bacteria. Esta hipótesis concuerda con el hecho documentado de la 

capacidad de M. truncatula para distinguir diferentes autoinductores provenientes 

tanto de microorganismos patógenos como de PGPRs (de la Peña y col. 2008; 

Mathesius y col. 2003), pero su comprobación requiere de posteriores trabajos. 

En síntesis, en el presente trabajo se mostró que los volátiles producidos por A. agilis 

son capaces de promover el crecimiento vegetal de M. truncatula, extendiendo a otra 

planta leguminosa y tiempos de desarrollo mayores en nuestras observaciones 

previas (Velázquez-Becerra y col., 2011), adicionalmente fue manifiesto que los 

VOCs de A. agilis UMCV2 son capaces de mejorar el estatus nutrimental del hierro 

en plantas de M. truncatula según pudo observarse por un aumento notable en la 

concentración de clorofila de las plantas, quedando por dilucidar el mecanismo por el 

que se produce este efecto. Finalmente se mostró que la PGPR A. agilis UMCV2 y la 

leguminosa M. truncatula son capaces de percibirse mutuamente por medio de los 

VOCs de su contraparte en la interacción y reaccionar a esta percepción modificando 

el perfil de sus propios VOCs emitidos. Con base en estos resultados proponemos 

que los VOCs son una categoría adicional de moléculas señalizadoras en el 

establecimiento de las relaciones benéficas planta-microorganismo. 
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11. DISCUSION GENERAL 

Arthrobacter agilis UMCV2 fue aislada en una búsqueda de cepas promotoras de 

crecimiento bajo condiciones de estrés por falta de hierro en la leguminosa P.

vulgaris y en plantas de Z. mays (Valencia-Cantero y col. 2007). Fue seleccionada en 

el presente trabajo debido a su efecto en el crecimiento de Medicago sativa en 

condiciones de suficiencia de todos los nutrimentos en experimentos de inoculación 

directa sobre la raíz (Velázquez-Becerra 2007). 

En este trabajo mostramos que plantas de M. sativa crecidas en cajas petri a una 

distancia de 3.5 cm de un inóculo de Arthrobacter agilis UMCV2 son afectadas en su 

crecimiento de forma importante o significativa. En estas condiciones, las plantas 

crecieron significativamente más que las plantas crecidas en cajas petri en 

condiciones axénicas (40% más), indicando que A. agilis UMCV2 se comparta como 

una PGPR. Fue muy interesante darse cuenta que esta promoción del crecimiento se 

correlacionaba con una modulación del desarrollo de la raíz, lo que incluyó la 

inhibición del crecimiento de la longitud de la raíz principal, y el incremento del 

número de raíces laterales. Otros autores (Ryu y col. 2003) mostraron que 

compuestos volátiles producidos por PGPRs son capaces de promover el 

crecimiento vegetal, por lo que fue interesante corroborar esta posibilidad para el 

sistema A. agilis-M. sativa. 

Para este efecto se emplearon cajas Petri divididas para cultivar plantas de M. sativa 

en una de las secciones y A. agilis en la otra. Con este sistema se consiguió que las 

plantas no estuvieran en contacto directo con las bacterias y que solo el espacio 

gaseoso común entre los dos compartimientos sirviera para el intercambio de 

compuestos orgánicos volátiles (VOCs). 

De esta forma, también se logró mostrar que los compuestos volátiles generados por 

la PGPR Arthrobacter agilis UMCV2 afectan el crecimiento de plantas de alfalfa de 

manera dependiente de la cantidad del inoculo bacteriano, y que en especial actúa 

de forma diferencial en la raíz y en la parte aérea de las plantas. 
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Un punto a destacar fue que el efecto de los volátiles bacterianos sobre las plantas 

dependió del desarrollo que tenía la planta al momento de ser expuesta a los 

volátiles bacterianos. Para mostrar esto se inoculó a A. agilis UMCV2 en cajas 

divididas que tenían plántulas con 0, 24, 48, 72 y 96 h de haber germinado, de esta 

manera los VOCs de A. agilis UMCV2, entraron en contacto con plantas que tenían 

distintas edades. 

Los brotes aéreos de la planta tuvieron incremento significativo en su longitud a casi 

cualquier tiempo de inoculación, pero el incremento en la longitud fue 

significativamente mayor si las cajas fueron inoculadas cuando las plántulas tenían 

24 h de haber germinado. Las inoculaciones más tempranas o más tardías tuvieron 

efectos menores. Las raíces por su parte, tuvieron un efecto muy llamativo, no se 

observó un aumento en la longitud pero si en el número de raíces laterales. Este 

efecto en las raíces secundarias, fue más marcado en plantas que tenían creciendo 

48 y 72 h en cajas Petri divididas al momento de ser inoculadas, en el resto de los 

tratamientos las diferencias fueron menores con los controles no inoculados. Estos 

resultados muestran por un lado que los VOCs producidos por Arthrobacter agilis 

UMCV2 están afectando diferentes programas de desarrollo de la M. sativa, de esta 

forma, la parte apical de la planta responde de manera independiente a la parte 

radicular. 

Por otro lado se muestra que el tiempo de inoculación tiene un efecto sobre la planta, 

pudiendo explicarse como un efecto del estado de desarrollo de la planta al ser 

expuesta al VOC. En esta hipótesis las raíces habrían detenido la elongación de la 

raíz primaria cuando empezaron a producir raíces secundarias, lo cual sucedería al 

momento de ser expuestas a los VOCs de A. agilis UMCV2. Las raíces expuestas al 

VOC a las 72 h ya habrían producido una zona de diferenciación necesaria para 

generar raíces secundarias como respuesta al VOC, mientras que las plantas que 

detuvieron su crecimiento a no lo hacen a tiempos más tempranos. 

Otra explicación probable a las diferencias encontradas estaría dada por un efecto de 

la diferencia de concentración de los VOCs y/o un efecto del tiempo de exposición de 

las plantas a los VOCs.  
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Explorando el efecto de la concentración de los VOCs en plantas de M. sativa, se 

diseñó un experimento en el que se modificó la cantidad de inoculó inicial de A. agilis 

UMCV2 en uno de los compartimientos de la caja, como una manera de modificar la 

biomasa bacteriana productora de VOCs. Fue muy claro que la cantidad de bacterias 

tuvo un fuerte impacto en el desarrollo de las plantas, inóculos pequeños (50 μL) 

tuvieron efecto sobre la biomasa de la parte aérea de la planta, mientras que un 

inóculo mayor (100, 200 y 500 μL) provocó una disminución en la biomasa pero no la 

longitud de los brotes. 

En cuanto a la arquitectura de la raíz, también se encontró un fuerte efecto en la 

densidad de raíces laterales, con una densidad de inóculo de 50 μL pero inóculos 

superiores provocaron densidades de raíces laterales inferiores al control no 

inoculado. 

En general en los ensayos hechos en M. sativa a tiempos cortos (10 días) y en 

espacios limitados, fue posible observar tratamientos que mostraron una tendencia a 

estimular el crecimiento de los brotes no significativos en todos los casos. Como 

hemos mencionado ya anteriormente Ryu y colaboradores (2003) reportaron que 

Bacillus subtilis GB03 fue capaz de promover el crecimiento vegetal en Arabidopsis 

vía la producción del VOC 2,3-butanediol, en un sistema de compartimientos 

separados comparable al nuestro, en el que dosis bajas del compuesto inducen un 

aumento en el área foliar de las plantas mientras que dosis altas producen una ligera 

reducción del área foliar. Otros efectos de inhibición del crecimiento de las plantas 

vía VOCs bacterianos han sido reportados en sistemas que emplean A. thaliana y 

diversas bacterias (Vespermann y col. 2007; Kai y col. 2008) sin que pueda 

conocerse cuál es el efecto de la concentración los VOCs bacterianos en el 

crecimiento vegetal. 

En otro de nuestros experimentos, fue realizado con un sistema de compartimientos 

separados en frascos de 1 L con A. agilis UMCV2 y la planta M. truncatula pero a 

tiempos de crecimiento de 25 días. En estas condiciones se reporta un efecto 

estimulador del crecimiento vegetal también en los brotes de las plantas medido 

como longitud y biomasa de los brotes aéreos así como de la concentración de 
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clorofila de los mismos, concluyéndose que los VOCs de A. agilis UMCV2 habían 

promovido dichos cambios. 

Un efecto paralelo fue reportado por Zhang y colaboradores en 2009 pero en plantas 

de Arabidopsis thaliana y empleando la bacteria Bacillus subtilis GB03. No obstante 

que ésta cepa bacteriana se caracteriza por promover el crecimiento de Arabidopsis 

vía la producción de los VOCs 2,3-butanediol y la acetoina (Ryu y col. 2003), Zhang 

nos muestra que el aumento en la concentración de clorofila en las plantas es debido 

a un aumento en las expresión de los genes FRO2 e IRT1, (requeridos para la 

reducción y captación de Fe por parte de las plantas),  y que está relacionada con 

una acidificación del medio por el efecto de compuestos volátiles ácidos, 

probablemente ácido glioxlico, ácido 3-metil butanoico y ácido acético dietil. En un 

trabajo reciente, se muestra que los VOCs de esta misma cepa inducen la 

acumulación de aceites esenciales y promoción del crecimiento medida como 

aumento de área foliar y peso fresco en plantas de Ocimum basilicum pero sin 

identificar el compuesto responsable o el mecanismo de acción involucrado (Banchio 

y col.  2009). En nuestro caso, fue imposible encontrar una variación en el pH del 

medio debido a la presencia de la bacteria en cualquiera de los experimentos. 

En el presente trabajo se analizaron por cromatografía de gases los VOCs 

producidos por A. agilis UMCV2 en dos medios de cultivo distintos (agar nutritivo y 

medio LB) sin encontrarse el ácido glioxílico, ácido 3-metilbutanoico ó ácido 

dietilacético, sin embargo no se descarta que el aumento en la concentración de la 

clorofila en plantas de M. truncatula sea debida a un variación en la expresión de 

genes relacionados a la toma de Fe por las plantas. 

Dentro del perfil de volátiles de A. agilis en cultivo puro tanto en AN como en LB, 

encontramos la dimetilhexadecilamina. Este compuesto llamó mucho nuestra 

atención ya que en los experimentos de interacción planta-microorganismo aumentó 

mucho su abundancia relativa pasando de un promedio de 1 % en cultivo puro a 8.4 

% en tratamientos de interacción planta-bacteria. Este resultado apunta a un 

reconocimiento de la planta por parte de la bacteria que en respuesta modifica su 

perfil de compuestos volátiles incrementando la emisión de dimetilhexadecilamina 
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que en este sentido actúa como una molécula señal para la comunicación planta 

bacteria, más aún, la semejanza estructural relativa de la dimetilhexadecilamina con 

las N-acilo homoserina lactonas y las alcamidas también fue interesante, ya que 

estos últimos compuestos han mostrado tener un efecto en el desarrollo vegetal 

semejante al observado en el presente trabajo (Ortíz-Castro y col. 2008; López-Bucio 

y col. 2006). Debido a lo anterior consideramos a la dimetilhexadecilamina un 

candidato natural a ser responsable del efecto que causaron los VOCs de A. agilis 

sobre las plantas y se probó como compuesto puro. 

Por otro lado, los métodos de análisis de volátiles que empleamos en los ensayos de 

interacción planta-bacteria no permiten detectar la presencia de CO2 que 

seguramente genera la bacteria, y no descartamos que este CO2 pudiera tener algún 

efecto en la planta, sin embargo los efectos inhibitorios que encontramos en el 

desarrollo de la raíz y el follaje de la planta en ensayos con inóculos elevados de A.

agilis, no son compatibles con los efectos que se esperarían de un aumento en la 

concentración de CO2. De cualquier forma los ensayos realizados con 

Dimetilhexadecilamina en forma pura, permiten separar el posible efecto que tuviera 

el CO2 generado por las bacterias sobre las plantas.  

Las concentraciones de dimetilhexadecilamina probadas en ensayos con M. sativa (1 

a 64 μM) lograron capturar curvas de comportamiento dosis respuesta tipo gaussiano 

para los parámetros medidos de longitud de los brotes, longitud de la raíz primaria y 

biomasa total (en base a peso fresco), siendo que tanto las concentraciones 

cercanas a 1 μM tuvieron efectos promotores del crecimiento sobre todo en la raíz 

primaria y en la biomasa total, y concentraciones arriba de 16 μM fueron inhibitorias.  

El incremento en la concentración de clorofila, promovido por el perfil completo de 

VOCs de A. agilis en plantas de M. trucatula no fue consistentemente observado en 

los ensayos realizados con dimetilhexadecilamina como compuesto puro en nuestro 

sistema M. sativa-A. agilis UMCV2. Aunado a esto la concentración de 

dimetilhexadecilamina que produjo una proliferación de raíces laterales en M. sativa 

comparable a la proliferación observada en los experimentos con la gama completa 

de VOCs de A. agilis generada en los experimentos de cajas petri divididas e 
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inoculada con 50 μL de inóculo, fue demasiado elevada (16 μM) como para esperar 

que se alcanzara de forma natural en dichos experimentos. 

Estas últimas observaciones nos indican que probablemente existe uno o más VOCs 

producidos por A. agilis que están induciendo los efectos no observados en los 

experimentos con dimetilhexadecilamina como compuesto puro y que no fuimos 

capaces de detectar con nuestra metodología analítica. 

Como ya hemos mencionado anteriormente, Ryu y colaboradores (2003) reportaron 

que Bacillus subtilis GB03 fue capaz de promover el crecimiento vegetal en 

Arabidopsis vía la producción del VOCs 2,3-butanediol, en un sistema de 

compartimientos separados comparable al nuestro, en el que dosis bajas del 

compuesto inducen un aumento en el área foliar de las plantas mientras que dosis 

altas producen una ligera reducción del área foliar. Otros efectos de inhibición del 

crecimiento de las plantas vía VOCs bacterianos han sido reportados en sistemas 

que emplean A. thaliana y diversas bacterias (Vespermann y col.  2007; Kai y col. 

2008). Sin embargo en estos sistemas no se reporta el efecto de los compuestos 

definidos o no sobre la biomasa de la planta y su desarrollo en general y menos aun 

en programas de desarrollo en particular como el de la arquitectura de la raíz. En 

este sentido el presente trabajo no solo extiende efectos de los VOCs bacterianos en 

plantas a nuevos sistemas planta- microorganismo y nuevos VOCs en si, sino que 

profundiza en el estudio de la interacción planta microorganismo vía señalización 

bioquímica y representa un avance cualitativo en este tipo de estudios. 

Una perspectiva de este trabajo es el estudio de las vías de señalización por medio 

de las cuales la dimetilhexadecilamina actúa en plantas. Para este propósito debiera 

evaluarse la conveniencia en un cambio del modelo de estudio (M. sativa-A. agilis 

UMCV2) por otro mejor estudiado, que ofrezca más herramientas metodológicas 

como son las líneas de plantas mutadas en genes conocidos, una proposición sería a 

emplear el modelo Arabidopsis-A. agilis UMCV2 (Ver Resultados Adicionales I). 

La dimetilhexadecilamina produce efectos tanto inhibitorios como promotores del 

crecimiento en plantas y en un intervalo de concentraciones (1 a 8 μM) típico de las 
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fitohormonas (Ortíz-Castro y col. 2008; López-Bucio y col. 2006), más aún, la 

dimetilhexadecilamina muestra tener un efecto preponderantemente en la raíz, 

situación especialmente interesante si se considera que este compuesto es 

producido por una rizobacteria en interacción con una planta y que el mismo 

compuesto también tiene actividad sobre la bacteria que lo produce. 

Independientemente de que la dimetilhexadecilamina no tiene semejanza estructural 

con los compuestos autoiductores que se conoce son funcionales en bacterias gram 

positivas tales como las furanonas halogenadas y los péptidos (Williams y col. 2007), 

la dimetilhexadecilamina podría estar funcionando en un sistema de control 

poblacional de retroalimentación negativa sobre la A. agilis, ya que concentraciones 

arriba de 3.0 μM también inhiben fuertemente el crecimiento de la bacteria, al menos 

cuando el compuesto puro es agregado al medio de cultivo de la bacteria. Es muy 

interesante que el intervalo de concentraciones de promoción del crecimiento y de 

inhibición de la dimetilhexadecilamina sea el mismo para las plantas y para la 

bacteria. Esto abre la posibilidad de que la dimetilhexadecilamina constituya una vía 

de comunicación planta-bacteria y que además proporcione una ventaja competitiva 

a la rizobacteria al expandir la superficie de la raíz que constituye su nicho ecológico 

y a la planta al promover su crecimiento. La dimetilhexadecilamina forma parte de un 

perfil de volátiles producido por B. subtilis G8 con alta actividad contra hongos 

fitopatógenos (Liu y col. 2008) por lo que es posible que las plantas lo reconozcan 

como un compuesto “deseable” en una PGPR por su probable contribución al control 

de patógenos. 

El control biológico en nuestro país y en el mundo está resultando ser una mejor 

alternativa que los fungicidas comerciales y convencionalmente usados, ya que 

sabemos que provocan diversas consecuencias perjudiciales en el suelo y otros 

microorganismos no patógenos que se encuentren circundando a la planta, no así los 

agentes biológicos. 

La existencia y el uso de compuestos de origen microbiológico y en particular de 

origen bacteriano para la represión de otros microbios indeseables no son nuevos. 

Pseudomonas spp. producen metabolitos secundarios tales como antibióticos o 
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sideróforos que suprimen el crecimiento de patógenos de plantas. Entre el amplio 

rango de compuestos producidos por esta bacteria tenemos fenazinas, pirrolnitrina, 

oomicina A, geldanamicina, pioluteorina, piocianina y 2-4 diacetilfloroglucinol 

(Dilantha y col. 2005; Garbeva y col. 2011). 

La bacteria A. agilis UMCV2 produce dimetilhexadecilamina y a diferencia de lo 

anteriormente mencionado éste se trata de un compuesto volátil, pero también en la 

literatura ya se han reportado compuestos volátiles con actividad antimicrobiana, ya 

que en 1994 Dilantha y Linderman reportan que Pseudomonas spp. producen un 

compuesto volátil (sin caracterizar) con naturaleza antifúngica contra Phytophthora

vignae. Los compuestos volátiles producidos por los microorganismos y en especial 

por las bacterias están resultando ser una buena alternativa para el biocontrol de 

cuerpos patógenos que atacan a nuestros cultivos, mas tarde el mismo autor lo 

demuestra (Dilantha y col. 2005), en donde nos presenta una serie de aislados de 

Pseudomonas spp. provenientes de plantas de canola y garbanzo en donde 

encuentra que volátiles de cierta naturaleza como aldehídos, alcoholes y cetonas, y 

específicamente el n-decanal mostró tener una fuerte inhibición sobre el crecimiento 

de Sclerotinia sclerotiorum. Los autores también mencionan que los volátiles de 

estas bacterias reprimen el crecimiento del hongo en tres niveles, esclerocio, el 

micelio y abate el desarrollo de las estructuras de reproducción como lo son las 

ascosporas. 

Otra perspectiva del trabajo es analizar los efectos de la dimetilhexadecilamina en 

otros microorganismos incluyendo hongos fitopatógenos. Resultados preliminares no 

publicados muestran un potente efecto de la dimetilhexadecilamina sobre los 

fitopatógenos Botrytis cinerea y Phythopthora cinnamomi (Ver Resultados 

adicionales II). Demostrar un efecto de la dimetilhexadecilamina sobre fitopatógenos 

abre la puerta para analizar el empleo de la sustancia para control de plagas, o más 

directamente emplear a la PGPR A. agilis UMCV2 como agente de control biológico. 

Se desconoce con precisión como es que la dimetilhexadecilamina reprime el 

crecimiento del B. cinerea y de P. cinnamomi. Ya hemos mencionado que la 

dimetilhexadecilamina es una amina terciaria que presenta propiedades antifúngicas, 
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pero no es la única molécula con esta naturaleza química, ya que Robinson y 

colaboradores en 1989 reportan que el compuesto volátil denominado trimetilamina 

(una amina terciaria) inhibe la germinación (1μg), el crecimiento hifal y la formación 

de antrosporas en el hongo fitopatógeno Geotrichum candidum en cantidades de 

micro-gramos de trimetilamina, experimento analizado por cromatografía de de 

gas/espectrometría de masas. Sumándose a esta lista compuestos como el alil 

alcohol, cianuro de hidrógeno, amonio y algunos aldehídos alifáticos con 

características antifúngicas. 

Hasta el momento no existe una explicación clara sobre cómo es que la 

dimetilhexadecilamina además de presentar fuertes afectos antifúngicos también es 

capaz de promover el crecimiento vegetal, ya que las moléculas conocidas con este 

potencial presentan diferente naturaleza y estructura química. Ryu y colaboradores 

en otro de sus trabajos nos muestran como los volátiles de Bacillus spp. Además de 

promover el crecimiento de Arabidopsis thaliana también inhiben el crecimiento de 

Erwinia carotovora (Ryu y col. 2003b), siendo la dimetilhexadecilamina la segunda 

molécula reportada con éste doble propósito. 

A. agilis UMCV2 produce una gama de compuestos volátiles de los cuales al menos 

uno, la dimetilhexadecilamina, modifica el desarrollo radicular y de los brotes de 

plantas y que lo hace en concentraciones micromolares, pudiendo promover o inhibir 

el crecimiento de las plantas dependiendo de la concentración, de esta forma 

extendemos conocimientos previos a cerca del efecto de los VOCs de rizobacterias 

principalmente sobre Arabidopsis.  

En síntesis: en el presente trabajo se muestra que A. agilis UMCV2 produce un 

conjunto de compuestos orgánicos volátiles, de los cuales al menos uno, la 

dimetilhexadecilamina puede actuar como disparador de un efecto promotor del 

crecimiento vegetal en plantas de M. sativa. En nuestro conocimiento es la primera 

vez que se demuestra que un compuesto orgánico volátil es capaz de actuar como 

señal tanto en la modulación del crecimiento de plantas como de bacterias. Las rutas 

de señalización por medio de las cuales actúa el compuesto son desconocidas y el 

estudio de las mismas a nivel molecular es una perspectiva de este trabajo, otra 
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perspectiva es el estudio del efecto de loa dimetilhexadecilamina sobre otros 

microorganismos, en especial los fitopatógenos. Este trabajo propone que la 

comunicación planta-bacteria a  través de compuestos volátiles el cual 

probablemente se lleve en la rizosfera, comunicación importante tanto para modular 

la arquitectura de la raíz de las plantas así como la dinámica de las poblaciones 

bacterianas. 
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LA DIMETILHEXADECILAMINA MODULA EL CRECIMIENTO DE Arabidopsis
thaliana POR MEDIO DE UN MECANISMO RELACIONADO A LA VÍA DE 

SEÑALIZACION DEL JASMONATO 

Crisanto Velázquez-Becerra1, Lourdes I. Macías-Rodríguez1, Idolina Flores- Cortez1, 

Gustavo Santoyo-Pizano1, José López-Bucio1 y Eduardo Valencia-Cantero1  
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Resumen 

El crecimiento y desarrollo de las plantas, está regulado por sustancias químicas que 

en conjunto ejercen una compleja interacción para cubrir las necesidades de la 

planta, se trata de las hormonas vegetales. Estas hormonas, median la comunicación 

intercelular en las plantas. Se han establecido diversos grupos de hormonas 

vegetales en las que tenemos a las auxinas, giberelinas, citocininas, ácido abscísico 

y el etileno. Las amidas son otro grupo de compuestos naturales de las plantas y se 

ha visto que ejercen un efecto sobre el desarrollo de la raíz por vías de señalización 

en donde se involucran las hormonas vegetales. La dimetilhexadecilamina es una 

amina terciaria unida a una cadena hidrocarbonada saturada de 16 átomos, además 

es un compuesto orgánico volátil (VOCs) producido por la rizobacteria A.  agilis 

UMCV2, este compuesto presenta semejanza química con las alcamidas. En nuestro 

modelo de estudio con A. thaliana en un sistema de compartimentos separados en 

cajas de Petri pudimos observar que los VOCs emitidos por la rizobacteria UMCV2 

aumentaban la biomasa de plantas de A. thaliana de manera significativa en relación 

a un tratamiento sin bacteria y a otro tratamiento en presencia de la bacteria E. coli 

DH5  (control: 0.14 mg, UMCV2: 0.27 mg y DH5 : 0.22 mg), además aumentaban la 

concentración de clorofila en las plantas de A. thaliana. Usando concentraciones 
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micromolares se pudo apreciar como las concentraciones más bajas del compuesto 

(0,75 y 1,5 μM) incrementan la longitud de la raíz primaria y el peso fresco de la 

planta y a partir de una concentración de 3 μM (3,6 y 12 μM) la longitud de la raíz 

primaria se ve disminuida de manera casi exponencial, lo mismo ocurre con el peso 

fresco de A. thaliana. Por la semejanza estructural con compuestos como las 

alcamidas y además por los efectos observados son muy parecidos a los producidos 

por éstas, decidimos usar A. thaliana AM8 (drr1), mutantes resistentes a alcamidas 

(N-isobutil decanamida). Observamos en éste experimento que presentan resistencia 

al compuesto en concentraciones de 0.75, 1.5 y 3 μM en comparación al control WS. 

Al aumentar la concentración a 6 μM se observa una notable disminución de la raíz 

primaria en A. thaliana AM8 y el genotipo silvestre WS por igual. Ya que nosotros 

pudimos observar un claro incremento de la longitud y densidad de los pelos 

radicales, decidimos usar A. thaliana Jar1 (jasmonic acid resistant 1), mutantes 

afectadas en el paso de catalización por la conjugasa JAR1 (Shan y col. 2007), paso 

de la ruta biosintética del AJ. A. thaliana Jar1 en presencia de la 

dimetilhexadecilamina mostraron resistencia a la promoción del crecimiento de la 

longitud de la raíz primaria, no así las plantas control, en donde una concentración de 

1.5 μM de la amina incremento la talla de la raíz en al menos un 20%.  Al probar 3 

diferentes aminas que difieren en la longitud de átomos de la cadena 

hidrocarbonada: dimetiloctilamina C8, dimetildecilamina C10 y dimetilhexadecilamina 

C16, observamos que la dimetiloctilamina en presencia de las plantas de A. thaliana 

col-0  generó un alargamiento de la raíz primaria a una concentración de 0.6 a 2.5 

μM. La dimetildecilamina por su parte no generó una promoción del crecimiento de la 

raíz primaria en las concentraciones usadas y se observó una disminución de la raíz 

al aumentar la concentración. De la misma forma la dimetilhexadecilamina generó un 

aumento en el crecimiento en la raíz primaria de plantas de A. thaliana a una 

concentración de 1.2 μM, que posteriormente el crecimiento se ve disminuido al 

aumentar la concentración. En síntesis, el presente trabajo muestra que la 

dimetilhexadecilamina es un VOC producido por A. agilis UMCV2 y actúa de forma 

similar a un fitorregulador en A. thaliana, promoviendo el aumento de biomasa y 

crecimiento de la raíz de plantas de A. thaliana a concentraciones bajas, pero 
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inhibiendo dicho crecimiento a concentraciones altas, y además la longitud del de la 

cadena hidrocarbonada de la dimetilhexadecilamina afecta la intensidad de la 

respuesta de la planta al compuesto y que probablemente el mecanismo de 

señalización en la planta que opera esta promoción del crecimiento está relacionada 

con la vía de señalización del ácido jasmónico. 

Palabras clave: Compuestos orgánicos volátiles, Arthrobacter agilis, amina, ácido 

jasmónico. 

 

INTRODUCCION 

El crecimiento y desarrollo de las plantas, está regulado por cierto número de 

sustancias químicas que en conjunto, ejercen una compleja interacción para cubrir 

las necesidades de la planta, se trata de las hormonas vegetales. 

Se denomina hormona a cualquier sustancia orgánica específica, efectiva a bajas 

concentraciones, y que es elaborada por las células en una parte del organismo y 

transportada a otra parte del mismo, donde ejerce su acción produciendo un efecto 

fisiológico específico (Solomon y col. 1987). 

El comportamiento de ciertas sustancias vegetales parecía ser lo suficientemente 

similar a las hormonas animales como para justificar el uso del término hormona 

vegetal o fitohormona. Numerosos fisiólogos vegetales prefieren la denominación 

“reguladores de crecimiento” o “fitorregulador” a manera de incluir tanto los 

compuestos naturales de origen endógeno o exógeno como los sintéticos, que 

modifican el crecimiento y desarrollo vegetal (Aloni 2007). 

Las hormonas median la comunicación intercelular en las plantas, para ello las 

células poseen receptores, que son proteínas específicas. El complejo hormona-

receptor es la forma activa de una hormona. Todas las hormonas vegetales son de 

pequeño tamaño, -entre 28 y 346 Da- comparadas con las animales que las animales 

pueden llegar a pesar 25.000 Da (Solomon y col.  1987). 

Se han establecido diversos grupos de hormonas vegetales en las que tenemos a las 

auxinas, giberelinas, citocininas, ácido abscísico (y sus derivados) y el etileno 

(Sokolova y col.  2011). 
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El primero de ellos, las auxinas son sustancias estimulantes del crecimiento, fueron 

estudiadas por primera vez en 1931 por investigadores holandeses que aislaron dos 

ácidos reguladores del crecimiento (auxina a y auxina b, obtenidas de la orina 

humana y de cereales, respectivamente). Posteriormente notaron que las 

mencionadas sustancias poseían propiedades similares al ácido indol 3 acético 

(AIA), compuesto que actualmente se considera como la auxina principal de las 

plantas y encontrando sobre todo en tejidos en crecimiento activo. Todos estos 

compuestos derivan en los vegetales del aminoácido triptófano (Aloni 2007). 

Las giberelinas son otro grupo de reguladores del crecimiento de las plantas, fue 

descubierto por investigadores japoneses en relación con la enfermedad, del arroz 

denominada "Bakanae" (Semillas bobas) (Kurosawa 1926). En esta enfermedad las 

plantas afectadas se hacen excesivamente altas y son incapaces de sostenerse por 

sí mismas, la combinación de la subsiguiente debilidad y el daño del parásito, 

provocan eventualmente la muerte de la planta. El organismo causante de la 

enfermedad es la Gibberella fugikuroi, y en 1926, se observó que los extractos del 

hongo, eran capaces de iniciar los síntomas de la enfermedad cuando se aplicaban a 

las plantas de arroz sanas. Posteriormente se aisló una sustancia cristalizada, a la 

que se llamó "Giberilina". En la actualidad se han detectado varias clases de 

giberilinas de las que la mitad proceden del hongo citado y la otra mitad de plantas 

superiores (Pérez-Barraza y col 2008). 

En las citocininas (causantes de citoquinesis), la actividad de éstas, no se reduce tan 

solo a la división celular en un tejido per se., también regulan el tipo y la frecuencia 

de producción de órganos, así como su posición y forma, proceso de senescencia y 

rejuvenecimiento, efectos sobre los cotiledones, organogénesis entre otras funciones 

(Solomon y col.  1987). 

El etileno desde hace muchos años se sabe que induce respuestas de crecimiento 

en las plantas; en 1932, se demostró que manzanas almacenadas inhibían el 

crecimiento de brotes de patatas almacenadas con ellas. El etileno es un gas que 

generalmente se produce como resultado del metabolismo celular, que se encuentra 

en frutos maduros. Todas las partes de una planta son potenciales productoras, pero 
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especialmente es liberado desde raíces, ápices de tallo, nudos, flores senescentes y 

frutos maduros (Takahashi 1986). 

El etileno reúne propiedades que nos permiten considerarlo como un regulador del 

crecimiento vegetal, ya que interviene directamente sobre la maduración de frutos, 

floración, abscisión, expresión sexual, crecimiento de la plántula, síntesis en 

condiciones de estrés y además estimula el crecimiento de pelos radicales entre 

otras funciones (Aloni 2007). 

Existen además de éstos reguladores de crecimiento otro grupo de compuestos que 

han llamado la atención en los últimos años 10 años por su efecto sobre las plantas, 

tal es el caso de las amidas. Las amidas son compuestos naturales de las plantas y 

no son tan abundantes. Un ejemplo interesante de este grupo de compuestos es el 

de las alquilamidas o alcamidas que comprenden un grupo de aproximadamente 70 

estructuras conocidas y distribuidas a lo largo del reino vegetal. Desde el punto de 

vista biogénico, las alcamidas representan una clase distinta de productos naturales 

que se forma al combinar dos diferentes rutas metabólicas (Molina-Torres y col.  

2004). 

Están constituidas por la unión de un ácido graso, de longitud de cadena de mediana 

a larga que puede ser de ocho a dieciocho carbonos generalmente alifática o lineal, 

unida a una amina proveniente de algún aminoácido por descarboxilación al 

momento de condensación. Dependiendo del número de enlaces o ligaduras dobles 

que presenten, las alcamidas se han dividido en dos grupos principales: alcamidas 

alifáticas, que tienen sólo dobles ligaduras, y alcamidas acetilénicas, con al menos 

una triple ligadura, y las que presentan anillos homo o heterocíclicos que se 

observan principalmente en la familia Piperaceae (Molina-Torres y col. 1999).

Las alcamidas alifáticas son las más importantes para el metabolismo secundario y 

de aquellas utilizadas mayoritariamente por el hombre. Las alcamidas son 

consideradas como compuestos bioactivos, esto es, una pequeña cantidad de estos 

compuestos presenta una respuesta notable en las células receptoras. Se 

manifiestan en unos cuantos grupos de plantas, de los cuales los más importantes 

están presentes en las familias Asteraceae, y Solanaceae, más específicamente en 

las especies de Capsicum (chiles) y en la familia Piperaceae (familia de la pimienta). 
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Cada una de ellas tiene características individuales pero es interesante que sus 

moléculas bioactivas presenten estructuras químicas relacionadas. Las alcamidas 

alifáticas han demostrado su eficacia como compuestos medicinales, saborizantes e 

incluso en control biológico, por lo que son un grupo de metabolitos de gran interés 

actual (Molina-Torres y col. 1999). 

Sin embargo, se desconocía si están implicadas en la regulación de procesos 

morfogénicos de las plantas. Sus efectos en los programas del desarrollo vegetal se 

han estudiado mediante la aplicación exógena de alcamidas purificadas o 

sintetizadas a cultivos in vitro de Arabidopsis thaliana. Entre los procesos regulados 

por las alcamidas están la alteración de la estructura meristemática en la raíz 

primaria, la estimulación de la división y diferenciación celular, evidenciadas por la 

formación de órganos de novo en tejidos foliares y radiculares, y por la presencia de 

tricoblastos, que son células diferenciadas en la epidermis de la raíz, conocidas 

como pelos radiculares (López-Bucio y col.  2007). Además inducen la proliferación 

de raíces adventicias en explantes de tallos de Arabidopsis (Campos-Cuevas y col.  

2008).  

La N,N-Dimetilhexadecilamina es una amina terciaria unida a una cadena 

hidrocarbonada saturada de 16 carbonos, además es un compuesto orgánico volátil 

(VOC) producido por la rizobacteria Arthrobacter  agilis UMCV2, este compuesto 

presenta semejanza química con las alcamidas, mostrando su actividad promotora 

del crecimiento vegetal sobre plántulas de Medicago sativa (Velázquez-Becerra y col. 

2011). Por esta razón decidimos en este trabajo analizar los efectos que produce 

sobre el desarrollo en general en plantas modelo como A. thaliana y encontrar la vía 

de señalización que pudiera estar tomando para generar dichos efectos.  

 

 
MATERIALES Y METODOS 
-Material Vegetal. 

Se usaron semillas de plantas de Arabidopsis thaliana de la línea Columbia-0 y WS 

(genotipos silvestres), AM8 (decanamide resistant root [drr1]) y Jar1 (Jasmonic acid 
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resistant) proporcionadas por el laboratorio de biología del desarrollo vegetal del IIQB 

de la UMSNHl. Las semillas se almacenaron a 4 ºC hasta su uso.  

-Cepa Bacteriana. 

La cepa usada fue Arthrobacter agilis UMCV2, aislada de suelo ligeramente ácido pH 

6.8 (Valencia-Cantero y col. 2007). Y la gram negativa E. coli DH5 . 

-Efecto de A. agilis UMCV2 sobre A. thaliana. 

Las semillas de A. thaliana se esterilizaron superficialmente con alcohol al 70 % por 8 

min, se lava con agua estéril y se pasa a hipoclorito de sodio al 20 % por 2 min, 

posteriormente se enjuaga con agua estéril 5 veces. De esta manera las semillas se 

colocan en cajas de Petri divididas estériles, 25 por caja en medio nutritivo Murashige 

& Skoog (MS) más 10 g de agar, la mescla se homogeniza a pH 7 y se esteriliza en 

una autoclave a 120 ºC/15 min. El medio de vierte en un lado de la caja de Petri. En 

la otra mitad de la caja se agrega  agar nutritivo (AN) y se inocula con la rizobacteria 

UMCV2, se colocan en una cámara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h 

oscuridad, intensidad de luz 200 mol m2 s–1 a 22 ± 1ºC, el experimento se mantiene 

durante 10 días. 

 

-Efecto de Dimetilhexadecilamina el crecimiento de A. thaliana. 

El compuesto dimetilhexadecilamina se adquirió de la compañía SIGMA-ALDRICH 

(CAS: 112-69-6), el cual se mezcló en medio nutritivo MS más agar 10 g por litro en 

cajas de Perti, adicionado con dimetilhexadecilamina. Como ya mencionamos con 

anterioridad, las semillas de A. thaliana se esterilizan y colocan 10 semillas en estas 

cajas petri por 10 días en cámara de crecimiento. Cuando se emplearon semillas de 

A. thaliana Col-0 las concentraciones de dimetilhexadecilamina usadas fueron de 0, 

0.75, 1.5, 3, 6 y 12 M. Para A. thaliana AM8 fueron de 0, 0.75, 1.5, 3, y 6 M y para 

A. thaliana Jar1 fueron de 0, 1.5, 3, 4.5, 6, 7.5 y 9 M de dimetilhexadecilamina. 
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-Efecto de diversas aminas sobre el crecimiento de A. thaliana. 

Las aminas dimetiloctilamina (CAS: 7378-99-6),  dimetildecilamina (CAS: 1120-24-7) 

y dimetilhexadecilamina (CAS: 112-69-6), se adquirieron de la compañía SIGMA-

ALDRICHR. En medio nutritivo MS adicionado con agar/10 g por litro pH 7 

(esterilizado) se colocaron estas aminas en cajas de Perti, las concentraciones 

usadas fueron de 0, 0.6, 1.2, 2.5, 5 y 10 M para cada una de ellas. Como ya 

mencionamos con anterioridad, las semillas de A. thaliana Col-0 se esterilizan y 

colocan en estas cajas petri por 10 días en cámara de crecimiento. 

-Análisis estadístico. 
Todos los experimentos se realizaron en replicas de 4, al menos 2 veces cada 

experimento. Se uso el paquete estadístico STATISTICA de startsoft, aplicando una 

ANOVA y una prueba de Duncan (significancia de 0.05).  

 

RESULTADOS 

Arabidopsis thaliana es un importante organismo modelo para el estudio en la 

biología de la planta, ya que actúa como una especie modelo en los estudios de 

fisiología vegetal, biología molecular y la genética. Su uso como especie modelo se 

facilita por su corto tiempo de generación en el laboratorio, por 

la producción de grandes cantidades de semillas y por su reproducción que 

principalmente se realiza por la autofecundación (Franczois y col.  2008). Por esta 

razón decidimos utilizar esta planta para nuestro trabajo.  

La rizobacteria A. agilis UMCV2 produce un compuesto volátil llamado 

dimetilhexadecilamina, el cual produce cambios morfológicos en la arquitectura de la 

raíz y la parte aérea de plantas de M. sativa (Velázquez-Becerra y col. 2011). Por 

esta razón decidimos probar de primera instancia el efecto que genera la presencia 

de los VOCs de A. agilis UMCV2 en plantas de A. thaliana.  
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Figura 1. Crecimiento de A. thaliana por los VOCs producidos por A. agilis UMCV2. Empleando cajas 
petri divididas, se sembró en un lado de la caja un  A. thaliana y del otro la bacteria A. agilis UMCV2. 
Diez días de exposición. Control (a), A. agilis UMCV2 (b), E. coli DH5  (c), peso fresco de 30 plantas 
(d) y concentración de clorofila (e). Diez días de exposición. Los resultados se analizaron mediante un 
análisis de varianza seguido de una prueba de rango múltiple de Ducncan (p < 0.05; n = 4), las letras 
denota significancia estadística entre tratamientos. 

 

En un sistema de compartimentos separados en cajas de Petri pudimos observar que 

los VOCs emitidos por la rizobacteria UMCV2 aumentaban la biomasa de plantas de 

A. thaliana de manera significativa en relación a un tratamiento sin bacteria y a otro 

tratamiento en presencia de la bacteria E. coli DH5  (control: 0.14 mg, UMCV2: 0.27 

mg y DH5 : 0.22 mg) (Figura 1a-d). Además de esto, también se pudo observar que 

también mediante los VOCs de la rizobacteria UMCV2 aumentaban la concentración 

de clorofila en las plantas de A. thaliana (Figura 1e), fenómeno visto con anterioridad 
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en el sitema experimental M. truncatula-A. agilis UMCV2 (Velázquez-Becerra y col. 

2008). 

Con estos resultados hasta el momento, nos dimos a la tarea de probar los efectos 

de la dimetilhexadecilamina en el medio de cultivo sobre A. thaliana Col-0. Usamos 

concentraciones micromolares, ya que los compuestos de elevada actividad biológica 

como las amidas se manejan en estos rangos. Pudimos apreciar como las 

concentraciones más bajas del compuesto (0,75 y 1,5 μM) incrementan la longitud de 

la raíz primaria y el peso fresco de la planta (Figura 2a-c), y a partir de una 

concentración de 3 μM (3,6 y 12 μM) la longitud de la raíz primaria se ve disminuida 

de manera casi exponencial, lo mismo ocurre con el peso fresco de A. thaliana 

(Figura 2b y 2c). 

Con estos últimos resultados mostrados nos surgió el interés por descubrir cuál 

podría ser la manera por la cual la dimetilhaxadecilamina estuviera actuando en 

plantas a las cuales ha alterado su desarrollo. Por la semejanza estructural con 

compuestos como las alcamidas y además por los efectos observados son muy 

parecidos a los producidos por éstas, decidimos usar A. thaliana AM8 (drr1) 

(Morquecho-Contreras y col. 2010) mutantes resistentes a alcamidas (N-isobutil 

decanamida). 

Al analizar los efectos generados por la dimetilhexadecilamina en la raíz primaria de 

plantas de A. thaliana AM8, se vio que presentan resistencia al compuesto en 

concentraciones de 0.75, 1.5 y 3 μM.en comparación al control WS. Al aumentar la 

concentración a 6 μM se observa una notable disminución de la raíz primaria en A. 

thaliana AM8 y el genotipo silvestre WS por igual (Figura 3a). 

Por los efectos vistos sobre los pelos radiculares (PR) en la planta de A. thaliana, 

otra de las posibilidades que tenemos es que la dimetilhexadecilamina esté 

trabajando por vías de señalización alternas a las de las alcamidas, pudiera estarse 

tratando de vía del acido jasmonico (AJ), ya que nosotros pudimos observar un claro 

incremento de la longitud y densidad de los PR. Por eso decidimos usar A. thaliana 

Jar1 (jasmonic acid resistant 1), mutantes afectadas en el paso de catalización por la 

conjugasa JAR1 (Shan y col. 2007), paso de la ruta biosintética del AJ. 

 



Análisis de la comunicación bioquímica Medicago spp. Arthrobacter agilis 2011

81

 
Figura 2. Crecimiento de A. thaliana por dimetilhehadecilamina (C16) en concentraciones μM. El 
panel ‘a’ muestra fotografías representativas del crecimiento de A. thaliana, Longitud de la raíz 
primaria (b) y peso fresco (c). Diez días de exposición. Los resultados se analizaron mediante la 
prueba de ANOVA seguida de una prueba de Duncan (p <  0.05; n = 10), las letras denota 
significancia estadística entre tratamientos. 
 
En nuestro trabajo pudimos observar que las plantas de A. thaliana Jar1 en 

presencia de la dimetilhexadecilamina mostraron resistencia a la promoción del 

crecimiento de la longitud de la raíz primaria. No así las plantas control Col-0 (Figura 

3c), en donde una concentración de 1.5 μM de la amina incremento la talla de la raíz 

en al menos un 20%, sin embargo al aumentar la concentración de la amina (3, 4.5, 

6, 7.5 y 9 μM) la planta Col-0 disminuye notablemente la longitud de la raíz primaria, 
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mientras que las plantas mutantes de A. thaliana Jar1 presentan cierta resistencia a 

la dimetilhexadecanamina (Figura 3b). 

 
Figura 3. Efecto de dimetilhexadecilamina sobre el crecimiento de A. thaliana. La 
dimetilhexadecilamina se uso a diversas concentraciones en μM. El panel (a) muestra longitud 
de la raíz primaria de A. thaliana Ws y su mutante AM8, (b) longitud de la raíz primaria de A. 
thaliana Col-0 y su mutante Jar1. Las barras representan errores estándar. Los asteriscos 
representan diferencia significativa con base en una prueba de t   < 0.05 (n=10). 
 

Las plantas también tienen la capacidad de percibir diferencialmente moléculas 

señal. Existen compuestos que además de las alcamidas presentan una similitud con 

la dimetilhexadacanamina, se trata de las acil homoserina lactonas (AHLs). Son 

moléculas producidas por las bacterias gram negativas y utilizadas para una 

comunicación bacteria-bacteria. Las AHLs pueden variar la longitud de su grupo acilo 

de 4-18 átomos de carbono (Reading y Sperandio 2006). 

 



Análisis de la comunicación bioquímica Medicago spp. Arthrobacter agilis 2011

83

 

Figura 4. Efecto en el crecimiento de A. thaliana por diversas aminas a concentraciones μM. 
Crecimiento de A. thaliana en presencia de dimetiloctilamina (a), Crecimiento de A. thaliana en 
presencia de dimetildecilamina (b) y Crecimiento de A. thaliana en presencia de 
dimetilhexadecilamina (c), 10 días de exposición. Esto es una imagen representativa del 
experimento.  
 

 

Ya se ha visto también que las plantas de A. thaliana pueden detectar esos cambios 

en las AHLs y responder de manera diversa a estas variaciones tan sutiles (Ortíz-

Castro y col. 2008). Por eso, decidimos probar 3 diferentes aminas que difieren en la 

longitud de átomos de la cadena hidrocarbonada: dimetiloctilamina C8, 

dimetildecilamina C10 y dimetilhexadecilamina C16. 

Los resultados fueron muy claros, la dimetiloctilamina en presencia de las plantas de 

A. thaliana col-0  generó un alargamiento de la raíz primaria a una concentración de 

0.6 a 2.5 μM (Figura 4a y Figura 5a), después de esta concentración se presenta una 

represión del crecimiento. Sin embargo, en este mismo tratamiento se observa un 

aumento en la densidad de las raíces laterales a partir de una concentración de 1.2 

μM, reflejándose también estos efectos de crecimiento en el peso fresco de la planta 

(Figura 4a y Figura 5b y c). 
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La dimetildecilamina no generó una promoción del crecimiento de la raíz primaria en 

las concentraciones usadas y se observó una disminución de la raíz al aumentar la 

concentración (Figura 4b y Figura 5d). Si se aprecia de manera clara un aumento en 

la densidad de raíces laterales en las concentraciones de 1.2, 2.5, 5 y 10 μM de 

dimetildecilamina (Figura 5e).  

Figura 5. Efecto en el crecimiento de A. thaliana por diversas aminas a concentraciones μM. Panel a, 
d, g, longitud de la raíz primaria de A. thaliana expuesta a dimetiloctilamina, dimetildecilamina y 
dimetilhexadecilamina respectivamente. Panel b, e, h, densidad de raíces laterales en A. thaliana 
expuesta a dimetiloctilamina, dimetildecilamina y dimetilhexadecilamina respectivamente y panel c, f, i, 
peso fresco total de A. thaliana expuesta a dimetiloctilamina, dimetildecilamina y 
dimetilhexadecilamina respectivamente. 10 días de exposición. Los resultados se analizaron mediante 
la prueba de ANOVA seguida de una prueba de Duncan (p <  0.05; n = 10), las letras denota 
significancia estadística entre tratamientos.  
 

De la misma forma la dimetilhexadecilamina generó un aumento en el crecimiento en 

la raíz primaria de plantas de A. thaliana a una concentración de 1.2 μM, que 

posteriormente el crecimiento se ve disminuido al aumentar la concentración (Figura 

4c y Figura 5g). De la misma forma que en los casos con la dimetiloctilamina y la 

dimetildecilamina, se vio aumentado la densidad de raíces laterales a una 

concentración de 1.2 y 2.5 μM de dimetilhexadecilamina (Figura 4c y Figura 5h), y 

también una aumento de peso fresco a estas mismas concentraciones (Figura 5i). 
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Algo muy importante a destacar, es que el potencial del efecto generado por las 

aminas incrementa al aumentar la longitud de la cadena hidrocarbonada del ácido 

graso, ya que para generar una represión en el crecimiento de la raíz primaria con la 

dimetiloctilamina se requiere una concentración de 5 μM, en cambio para la 

dimetildecilamina se requieren 2.5 μM (Figura 4). 

 

DISCUSION 
La rizobacteria A. agilis UMCV2 fue aislada de la rizosfera de maíz y destaca su 

capacidad para solubilizar hierro para la planta (Velázquez-Becerra 2007). En un 

perfil de compuestos volátiles emitidos por la bacteria, encontramos la presencia de 

la dimetilhexadecilamina, es una amina terciaria con una cadena de 16 átomos de 

carbono y dos radicales metilo próximos al grupo amino. Tanto la bacteria como la 

amina que produce se ha visto tiener la propiedad de incrementar la biomasa en 

plantas de P. vulgaris, M. sativa y M. truncatula (Valencia-Cantero y col.  2007, 

Velázquez-Becerra y col. 2008; Velázquez-Becerra y col. 2011). Existía la posibilidad 

que la emisión de los volátiles de la bacteria también alteraran el desarrollo de la 

planta de A. thaliana, ya que como habiamos visto con anterioridad, ejerce un efecto 

sobre diversos vegetales. 

La concentración de tanto de la bacteria como la de compuesto son menores para 

ejercer un efecto promotor y uno represor, esto debido que la planta de A. thaliana es 

de menor talla que las plantas de  P. vulgaris, M. sativa y M. truncatula en las cuales 

ya que había probado los efectos. Las hormonas (reguladores de crecimiento 

vegetal) integran el crecimiento, desarrollo y actividades metabólicas en los distintos 

tejidos de una planta y son típicamente activas en cantidades muy pequeñas. 

Como las auxinas, giberelinas y citocininas tienen una forma muy especial de actuar, 

por ejemplo la auxina como el AIA en concentraciones bajas promueven el 

crecimiento de las raíces secundarias y de las raíces adventicias. En 

concentraciones más altas, inhiben el crecimiento del sistema principal de raíces, y 

de manera similar otras fitohormonas actúan. La dimetilhexadecilamina es un 

compuesto que presenta características como las anteriormente mencionamos, ya 
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que también tiene un efecto contrario si se encuentra a una concentración baja o 

alta. 

A concentraciones bajas la dimetilhexadecilamina promueve el crecimiento de la raíz 

primaria y promueve el desarrollo de raíces laterales de A. thaliana y a 

concentraciones altas la reprimen (Figura 2a, Figura 4a-c). Con esto no se sugiere 

que la dimetilhexadecilamina pudiera ser un fitorregulador, en este sentido, un 

aspecto muy interesante a corroborar, es la presencia de este compuesto de forma 

endógena en la planta. Quizás más probablemente la dimetilhexadecilamina pudiera 

estar mimetizando los efectos de algún otro fitorregulador. 

La alcamidas son metabolitos secundarios de las plantas y se encuentran en al 

menos 10 familias (Ramírez-Chávez y col. 2004). Otro aspecto muy relevante es que 

las alcamidas pueden influenciar el desarrollo de las plantas de manera muy 

parecida a la vista por la dimetilhexadecilamina. La afinina es una alcamida que a 

concentraciones bajas aumenta el desarrollo de la raíz primaria y proliferación de 

raíces laterales y pelos radicales, mientras que altas concentraciones de afinina 

ejercen un efecto represor (Ramírez-Chávez y col. 2004; Morquecho-Contreras y col. 

2010). A. thaliana AM8 es una planta mutante resistente a los efectos producidos por 

alcamidas como la N-isobutil decanamida, pero en nuestro trabajo no mostro una 

resistencia a la dimetilhexadecilamina, teniendo un comportamiento prácticamente 

indistinguible de su línea parental A. thaliana WS. Fue muy claro que a una 

concentración elevada de 6 μM la dimetilhexadecilamina produjo una considerable 

reducción de la raíz primaria para ambas líneas de plantas. 

Existe evidencia genética que indica que las alcamidas pueden ser percibidas por las 

plantas para modular la arquitectura de las raíces y los procesos relacionados con la 

senescencia, posiblemente mediante la interacción con la vía de señalización del 

ácido jasmónico (Méndez-Bravo y col. 2010a y 2010b, Morquecho-Contreras y col. 

2010). El acido jasmonico está implicado en diversos procesos como la germinación, 

crecimiento de la raíz, fertilidad y senescencia. Por eso también resultó necesario 

usar plantas de A. thaliana Jar1 y analizar el comportamiento con la 

dimetilhexadecilamina, encontrando que las plantas Jar1 mostraron una resistencia a 
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las concentraciones bajas de dimetilhexadecilamina (Figura 3c y d). El metil 

jasmonato enciende mecanismos de defensa en plantas de A. thaliana en presencia 

de organismos patógenos, que en muchos casos se refleja en la promoción del 

crecimiento vegetal (Cheong y Yang 2003; Jung y col. 2007). 

Las plantas en general pueden diferenciar entre moléculas de igual naturaleza, como 

el caso de las AHLs. Mathesius y colaboradores en el 2003 reportan que plantas de 

trebol pueden diferenciar entre una AHL proveniente de Sinorhizobium meliloti y una 

proveniente de P. aeruoginosa y reaccionar de manera diferente. A thaliana también 

puede reaccionar a diferentes AHLs, en un trabajo realizado en el 2008 se vio que la 

N-decanoil-HL es mas bioactiva que otras AHLs que variaban de 4-16 átomos de 

carbono el grupo acilo (Ortiz-Castro y col. 2008), por eso usamos en este trabajo 3 

diferentes aminas, sabiendo que moléculas de similar naturaleza pueden presentar 

actividad diferente o nula. 

En nuestros experimentos la molécula mas bioáctiva fue la dimetilhexadecanamina, 

por encima de la dimetiloctilamina y la dimetildecilamina, ya que a menores 

concentraciones se produce un efecto promotor y a la misma concentración la 

represión es mayor (Figura a, b y c). No sabemos cuál sea la relación por el cual al 

aumentar la longitud de átomos de carbono del acido graso también aumenta la 

actividad de la molécula pero nos resulta muy interesante y estamos trabajando en 

responder ésta y otras interrogantes que surgieron en el desarrollo del trabajo. 

Regresándonos un poco al trabajo de Ortíz-Castro y colaboradores, han demostrado 

que organismos procariontes pueden reaccionar a compuestos de origen bacteriano 

y encontraron que plántulas de A. thaliana reaccionaban de manera diferencial a la 

presencia de acilo homoserina lactonas (AHLs) con una longitud del grupo acilo de 4-

14 átomos de carbono. Encontrando que las AHLs de cadena corta (C4 y C6) no 

presentaban actividad alguna en las plántulas, pero las AHLs de mayor longitud si 

presentaron una elevada actividad dosis dependiente sobre la longitud de la raíz 

primaria, densidad de raíces laterales y pelos radiculares en las plántulas de A. 

thaliana, dejando en claro que la longitud del grupo acilo puede determinar una baja 
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o elevada bioactividad tal y como ha sucedido con las aminas que nosotros 

probamos también plántulas de A. thaliana. 

En síntesis, el presente trabajo muestra que la dimetilhexadecilamina un compuesto 

volátil orgánico producido por A. agilis UMCV2, actúa de forma similar a un 

fitorregulador en A. thaliana, promoviendo el aumento de biomasa y crecimiento de la 

raíz de plantas de A. thaliana a concentraciones bajas (0.75 y 2.5 μM), pero 

inhibiendo dicho crecimiento a concentraciones mayores, que la longitud del grupo 

acilo de la dimetilhexadecilamina afecta la intensidad de la respuesta de la planta al 

compuesto y que probablemente el mecanismo de señalización en la planta que 

opera esta promoción del crecimiento está relacionada con la vía de señalización del 

ácido jasmónico. 
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14. RESULTADOS ADICIONALES (II) 

EL COMPUESTO VOLÁTIL DIMETILHEXADECILAMINA PRODUCIDO POR LA 
RIZOBACTERIA Arthrobacter agilis INHIBE EL CRECIMIENTO DE LOS 
MICROORGANISMOS PATÓGENOS Botrytis cinerea Y Phytophthora

cinnamomi 
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Resumen 

Las enfermedades causadas por hongos fitopatógenos como Botrytis cinerea y los 

oomicetos como Phytophthora cinnamomi limitan fuertemente la producción agrícola. 

El control de estas plagas se realiza empleando fungicidas como el Captan, cuyos 

efectos en la salud humana son controversiales. En el presente trabajo se encontró 

que la rizobacteria Arthrobacter agilis UMCV2 produce compuestos orgánicos 

volátiles (VOCs) que inhiben el crecimiento de B. cinerea. Se conoce que uno de los 

VOCs producidos por A. agilis es la dimetilhexadecilamina (DMHDA), y que 

compuestos de semejante naturaleza química como las alcamidas presentan una 

actividad antimicrobiana. Como compuesto puro, la DMHDA inhibió dramáticamente 

el crecimiento de B. cinerea y P. cinnamomi a partir de concentraciones de 50 μM, 

mostrando una actividad inhibitoria superior a la del Captan. La DMHDA también 

inhibió el crecimiento de Trichoderma virens y T. atroviride pero de forma discreta. 

Aminas de origen lipídico de 4, 8, 10, 12 y 14 carbonos en su cadena hidrocarbonada 

fueron probados en su actividad inhibitoria mostrando que una fuerte actividad 

inhibitoria está relacionada a una longitud de cadena de al menos 12 carbonos.  
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Palabras clave: Compuestos orgánicos volátiles, dimetilhexadecilamina, 

Arthrobacter agilis, compuesto antifúngico. 

 
INTRODUCCIÓN 

Uno de los factores que limitan más fuertemente la producción agrícola son las 

enfermedades producidas por hongos y oomicetos fitopatógenos. En el mundo las 

pérdidas anuales en los cultivos agrícolas debido a enfermedades causadas por 

hongos fitopatógenos van del 10 al 15%. Dentro de los agentes fitopatógenos que 

causan mayor afectación a los cultivos tenemos a los géneros de hongos Botrytis y 

de oomicetos Phytophthora (Elad et al., 2007).  
Una alternativa para combatir a las enfermedades causadas por hongos 

fitopatógenos es emplear microorganismos promotores del crecimiento vegetal que 

antagonicen a los agentes infecciosos. Dentro de los más empleados están los 

hongos del género Trichoderma, que antagonizan a otros hongos mediante procesos 

de micoparasitismo (parasitar a los otros hongos) y la producción de toxinas 

antifúngicas (Howell 2003). Adicionalmente, existen una amplia variedad de bacterias 

capaces de antagonizar hongos por mecanismos diversos, como son la producción 

de sideróforos (Santoyo et al., 2010) producción de antibióticos (Valencia-Cantero et 

al., 2005) y competencia por espacios de colonización en las raíces (Handelsman y 

Stabb 1996). Recientemente se ha demostrado que algunas bacterias producen 

compuestos orgánicos volátiles (VOCs) con un fuerte efecto antifúngico (Xu et al., 

2004; Zou et al., 2007), sin embargo la identificación de dichos VOCs y el estudio de 

su actividad antifúngica como compuestos puros no ha sido siempre posible (Kai et 

al., 2007; Liu et al., 2008).  

Arthrobacter agilis UMCV2 es una bacteria que fue aislada de la rizósfera de plantas 

de maíz, su efecto promotor del crecimiento vegetal ha sido caracterizado en plantas 

de frijol y de alfalfa (Valencia-Cantero et al., 2007; Velázquez Becerra el al., 2007) ya 

sea por su capacidad para solubilizar hierro en condiciones de escasez de este metal 

o por su capacidad para producir compuestos orgánicos volátiles que estimulan el 

crecimiento vegetal (Velázquez-Becerra et al., 2011). En el presente trabajo 

caracterizamos la actividad antifúngica de la dimetilhexadecilamina (DMHDA), una 



Análisis de la comunicación bioquímica Medicago spp. Arthrobacter agilis 2011

94

amina terciaria unida a una cadena hidrocarbonada saturada de 16 carbonos, que es 

un VOC producido por A. agilis UMCV2, mostrando su actividad supresora de 

hongos fitopatógenos B. cinerea y P. cinnamoni y su ligero efecto sobre los hongos 

promotores del crecimiento T. virens y T. atroviride, comparándola con la actividad de 

otros agentes antifúngicos y otras aminas hidrocarbonadas. 

 
MATERIALES Y MÉTODOS 

Microorganismos usados 
Se utilizó el hongo fitopatógeno de B. cinerea, el oomyceto fitopatógeno P.

cinnamomi (Damian-Badillo et al., 2010), el hongo promotor del crecimiento vegetal 

T. virens Gv 29-8 y T. atroviride (Contreras-Cornejo et al., 2009) y la rizobacteria A. 

agilis UMCV2 (Valencia Cantero et al., 2007). Los hongos y el protozoario se 

mantuvieron en medio papa dextrosa agar (PDA), para ser propagados o inoculados, 

un fragmento cuadrado de 0.25 cm de lado de un cultivo ya establecido fue cortado y 

colocados sobre nuevas placas de PDA e incubados a 25 °C en obscuridad. A. agilis 

UMCV2 fue mantenida en agar nutritivo (AN), resembrada por estriado e incubada a 

25 °C en obscuridad. 

 
Efecto de los VOCs de Arthrobacter agilis UMCV2 en el crecimiento de Botrytis
cinérea. 
Para la determinación del efecto de los volátiles de A. agilis sobre B. cinerea se 

emplearon cajas de Petri divididas de manera que se evitó el contacto de ambos 

microorganismos y de sus metabolitos no volátiles. En una mitad de la caja con 

medio PDA se inoculó un fragmento de un cultivo de B. cinerea, en la otra mitad de la 

caja con AN se estrió a la bacteria A. agilis UMCV2 o se dejó sin inocular (condición 

control). Las cajas fueron incubadas por cinco días después de los cuales se midió el 

diámetro mayor de las colonias de B. cinerea. 

 

 

 

 



Análisis de la comunicación bioquímica Medicago spp. Arthrobacter agilis 2011

95

Extracción de dimetilhexadecilamina en Arthrobacter agilis UMCV2. 
Con la finalidad de saber si A. agilis UMCV2 almacena DMHDA dentro y en qué 

cantidad se producía en la bacteria realizamos una extracción enfocada al 

compuesto haciendo una adaptación de los métodos descritos por Burkhardt et al. 

2001 y González-Gómez et al. 2009. En breve: 35 mg (aprox) de células bacterianas 

previamente crecidas 3 o 5 d en AN fueron colectadas, el paquete celular fue 

adicionado con 1 ml de buffer de fosfatos (fosfato de potasio monobásico 0,05 M pH 

8,0) y sonicado por 15min: La mezcla fue centrifugada a 7 mil rpm por 5 min y 

posteriormente fueron tomados 500 μl de sobrenadante a los cuales se les 

adicionaron 500 μL de buffer de fosfatos, 300 μl de cloroformo y 25 μl de KOH 1M. 

La mezcla se agitó por 5 min, y posteriormente se adicionó con 700 μl de acetato de 

etilo y agitó por 10 min. La mezcla produjo 2 fases, se extrajo la fase orgánica, 

misma que fue evaporada a temperatura ambiente en un chorro de N2, la pastilla 

resultante fue resuspendida en 50 μl de diclorometano, de los cuales 2 μL fueron 

inyectados en cromatógrafo de gases acoplado a un detector de masas (GC-MS) 

empleando una columna columna HP-5 MS de 30m x 0,25mm (ID) y 0,25 μm de 

espesor de fase. Las rampas de temperatura fueron las siguientes: la temperatura 

inicial del horno fue de 150ºC 3 min, con incrementos de de 5ºC/min min hasta llegar 

a una temperatura final de 278ºC por 5 min. La temperatura del inyector y detector 

fueron de 270 y 300ºC respectivamente. 

Las extracciones se realizaron a las 24, 48 y 72hrs de crecimiento de la bacteria. La 

concentración de DMHDA se cuantificó empleando una curva de calibración 

elaborada con un estándar comercial de DMHDA y determinando la densidad 

bacteriana por centrifugación 5 min a 3 mil rpm para luego medir el volumen y la 

masa bacteriana. 

 
Efecto de dimetilhexadecilamina sobre foliolos de Fragaria ×ananassa. 
Se usaron plantas de Fragaria spp de 3 meses de edad a las cuales se le cortaron 

cuidadosamente los foliolos para esterilizarlos superficialmente en alcohol al 70% por 

6min, mas hipoclorito de sodio al 20% por 8 min, posteriormente se enjuagan con 

agua estéril 5 veces. Una vez desinfectados, los foliolos se colocaron en cajas de 



Análisis de la comunicación bioquímica Medicago spp. Arthrobacter agilis 2011

96

Petri que contenía medio MS estableciendo los siguientes tratamientos: 1solo el 

foliolo, 2 el foliolo más DMHDA 100 μM, 3 el foliolo más B. cinerea más DMHDA 

100μ M, y 4 el foliolo más B. cinerea. Después de 8 días de exposición de midió el 

diámetro mayor de la colonia de hongos y se cuantificaron los puntos de necrosis 

presentes en los foliolos. 

 
Efecto de dimetilhexadecilamina y del captan sobre el crecimiento de Botrytis 
cinerea, Phytophthora cinnamomi, Trichoderma virens y atroviride. 
B. cinerea, P. cinnamomi, T. virens y atroviride se crecieron en medio papa dextrosa 

agar (PDA) por un periodo de 5 días a 25ºC en la oscuridad. Posteriormente se tomó 

un fragmento cuadrado de este cultivo de 0.25 cm de lado y se resembró 

nuevamente en medio PDA adicionado con DMHDA, Metil-palmitato (MP), 

butanamina (C4), dimetiloctilamina (C8), dimetildecilamina (C10), dimetildodecilamina 

(C12), dimetiltetradecilamina (C14), dimetilhexadecilamina (C16) o el fungicida 

Captan [N-(triclorometiltio) ciclohex-4-en-1,2–dicarboximida] en concentraciones de 

0, 12, 25, 50 y 100 μM  por un periodo de 5 días en la obscuridad. Después de este 

tiempo se midió el diámetro mayor de la colonia del hongo u oomiceto cómo 

parámetro de inhibición del desarrollo de los microorganismos a consecuencia de los 

compuestos usados. 

 
Análisis estadístico. 
Todos los experimentos se repitieron de forma independiente dos veces y tuvieron 4 

réplicas cada vez. Los resultados se analizaron mediante una prueba de t de Student 

en el caso de comparación de dos medias, o una prueba de ANOVA y una 

separación de medias por prueba de Duncan para comparaciones múltiples (p <  

0.05). 

 
RESULTADOS  
Efecto de los VOCs de A. agilis UMCV2 sobre B. cinerea. 
En años recientes se ha mostrado que algunos VOCs bacterianos tienen efecto 

antifúngico, con esto en mente en el presente trabajo, probamos el efecto fungistático 
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de los VOCs de Arthrobacter agilis UMCV2 sobre el fitopatógeno B. cinerea. A. agilis 

UMCV2 es una bacteria aislada de la rizósfera de maíz que ha mostrado promover el 

crecimiento vegetal de frijol (Valencia-Cantero et al., 2007) y alfalfa por medio de la 

emisión de volátiles (Velázquez-Becerra et al., 2011). 

Se realizó un coocultivo de A. agilis UMCV2 y B. cinerea en cajas divididas de forma 

que se evitó el contacto físico entre los dos microorganismos y sus metabolitos no 

volátiles, al tiempo que compartieron el espacio de cabeza del sistema. Después de 

5 días de incubación fue claro que las colonias de B. cinerea crecidas en coocultivo 

con A. agilis UMCV2 tuvieron un crecimiento en el diámetro de la colonia 

aproximadamente 25 % menor que aquellas colonias del hongo crecidas en ausencia 

de la bacteria, mostrándose que los VOCs de A. agilis producen una considerable 

inhibición en B. cinerea (Figura 1). Lo anterior prueba que A. agilis produce al menos 

un VOC con propiedades fungistáticas, si bien probablemente en concentraciones 

menores a las requeridas para efectuar una inhibición total. 

El análisis cromatográfico realizado en un trabajo previo (Velázquez-Becerra et al., 

2011), mostró la presencia de DMHDA (formalmente N,N,-dimetilhexadecanamina) 

en el perfil de VOCs producidos por A. agilis UMCV2, la DMHDA es un lípido 

aminado con una cadena hidrocarbonada saturada de 16 carbonos, dado que existen 

reportes que señalan que lípidos aminados como la butanamina y la 

dimetiloctalamina tienen efectos fungistáticos (Zou et al., 2007; Xu et al., 2004) se 

hipotetizó que la actividad antifúngica de los VOCs de A. agilis UMCV2 podría 

deberse DMHDA. 

 
 Extracción de DMHDA en A. agilis UMCV2 
La presencia de la DMHDA fue corroborada en el presente trabajo. Se realizó una 

extracción de los lípidos de colonias de A. agilis UMCV2 crecidas 3 y 5 días en AN. 

El contenido de DMHDA en A. agilis significó un 4.8 ± 0.73 (EE) % de los lípidos 

encontrados en colonias de 3 días de crecimiento y un 2.5 ± 0.12 % de los lípidos 

encontrados en colonias de 5 días de crecimiento. En términos de concentración se 

encontraron 5.15 ± 0.06 y 5.96 ± 0.10 M de DMHDA en las colonias de 3 y 5 días de 

crecimiento respectivamente. También se detectó la presencia de la 
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dimetildodecadecilamina en las colonias de 3 y 5 días de crecimiento, si bien en 

cantidades traza (datos no mostrados). 

 

 
Figura 1. Inhibición del crecimiento de B. cinerea por los VOCs producidos por A. agilis UMCV2. 
Empleando cajas petri divididas, se sembró en un lado de la caja un fragmento de 0.25 cm de lado de 
un cultivo en crecimiento de B. cinerea y en el otro se estrió a la bacteria A. agilis UMCV2. Después 
de cinco días de incubación se midió el diámetro mayor de las colonias de B. cinerea. Los paneles a y 
b muestran imágenes representativas del crecimiento del hongo. El panel c muestra el valor numérico 
del diámetro mayor de las colonias del hongo al finalizar el experimento. Los resultados se analizaron 
mediante la prueba t de Student (p <  0.05; n = 4), el asterisco denota significancia estadística entre 
tratamientos. 

 

Efecto de la DMHDA en el crecimiento de B. cinerea, y P. cinnamomi 
Se analizó el efecto un estándar comercial de DMHDA a concentraciones de (0, 12, 

25 50 y 100 M) sobre el crecimiento de los fitopatógenos B. cinerea, y P. 

cinnamomi. Como punto de referencia con los productos antifúngicos usados en las 

prácticas agrícolas, se probaron las mismas concentraciones de Captan, que es un 

fungicida comercial ampliamente utilizado (Mullin et al., 2010) (Figuras 2 A y 2B). 
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Se encontró que la DMHDA inhibe fuertemente el crecimiento tanto de B. cinerea 

como de P. cinnamoni. En caso de P. cinnamoni la inhibición fue superior al 35% en 

una concentración de 12.5 M mientras que concentraciones superiores mostraron 

inhibiciones del crecimiento cercanas al 90% (Figura 2 C). En el caso de B. cinerea la 

inhibición fue muy parecida, una concentración de 12 M inhibió fuertemente el 

crecimiento de B. cinerea (27 %) y éste efecto incrementó al aumentar la 

concentración de la DMHDA hasta alcanzar una inhibición superior al 70% (Figura 

2D). 

La DMHDA probó tener una actividad inhibitoria superior a la ejercida por el Captan, 

tanto para B. cinerea como P. cinamommi, y en cada una de las concentraciones 

ejerció una inhibición superior.  Las colonias de B. cinerea crecidas en presencia de 

DMHDA crecieron entre un 15 y un 30 % menos que las colonias de los hongos 

crecidas en presencia de captan, dependiendo de la concentración particular (Fig. 2C 

y 2E), mientras que las colonias crecieron entre un 15 y un 60 % menos en DMHDA 

que en Captan (Fig. 2d y 2F). Lo anterior muestra que la DMHDA tiene un potencial 

de inhibición de patógenos comparable favorablemente con uno de los compuestos 

antifúngicos más usados. 

 
Efecto de la DMHDA en el crecimiento de T.virens, y T. atroviride 
Posteriormente, como una forma de determinar el efecto de la DMHDA sobre hongos 

considerados como benéficos para el crecimiento vegetal, se probó su efecto sobre 

T. virens y T. atroviride. Fue notorio que el efecto de la amina DMHDA fue menor 

sobre T. virens que sobre los microorganismos fitopatógenos.  

Una concentración de 12 M de DMHDA que causó una fuerte inhibición del 

crecimiento de P. cinnamoni y B. cinerea (de alrededor del 30 %), no generó una  

inhibición alguna de T. virens a la misma concentración, y fue solo a 50 M que se 

produjo un ligero retraso en el crecimiento (7 %) comparada con los controles sin el 

compuesto (Figura 3), mientras que la concentración más alta probada (100 M) 

generó una inhibición de apenas alrededor del 15% sobre T. virens (Fig. 3C). 
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Figura 2. Inhibición del crecimiento de B. cinerea y P. cinnamomi por DMHDA y el Captan a 
diversas concentraciones micromolares. Después de cinco días de incubación se capturaron las 
imágenes y se midió el diámetro mayor de las colonias. Los páneles A y B muestran imágenes 
representativas de 4 cajas con B. cinerea y P. cinanamomi (respectivamente) sometidos a 
concentraciones crecientes de DMHDA y Captan. Las gráficas muestran el crecimiento del 
diámetro mayor de las colonias de B. cinerea sometidas a distintas concentraciones de DMHDA (C) 
y Captan (E) y de P. ciannamomi expuesta a esos mismos compuestos (D y F respectivamente). 
Las barras representan las medias ± error estándar (n = 4). Las letras son usadas para indicar que 
las medias difieren estadísticamente según la prueba de rango múltiple de Duncan (p<0.05).
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Para el caso de T. atroviride el efecto ocurrió de manera similar, ya que las primeras 

2 concentraciones probadas (12 y 25 M) no inhibieron el crecimiento del hongo, y 

solo a partir de 50 M se produjo un retraso en el crecimiento de este 

microorganismo cercano al 20%, pero a concentración de 100 μM la inhibición llego 

al 45 % (Fig. 3D).

 

El efecto que el Captan produjo en T. virens y T. atroviride fue más efectivo que el de 

la DMHDA sobre estos hongos. Se pudo observar que a diferencia de lo ocurrido con 

la DMHDA, aún las bajas concentraciones de Captan (12 y 25 μM) reprimen el 

crecimiento de éstos dos hongos si bien de manera discreta (entre 12 y 30 %), y 

como era de esperarse las concentraciones más elevadas causan una inhibición 

mayor que fue cercana al 50% (Fig. 3E y 3F). Lo anterior mostró que la DMHDA no 

tiene un efecto general sobre todos los microorganismos y que si bien pudiera estar 

actuando como sustancia tóxica, no es un tóxico con un efecto general. 

 

Efecto de la DMHDA sobre la infección de F. anannasa por B. cinerea. 
Para observar el efecto in vitro de la aplicación de DMHDA sobre B. cinerea en 

interacción con uno de sus hospederos típicos, foliolos de F. ananassa fueron 

colocados en cajas petri con medio MS adicionados (o no) con DMHDA a una 

concentración de 100 μM los cuales fueron infectados (o no) con B. cinérea.  

Se encontró que en las cajas Petri con los foliolos incluidos en medio con DMHDA, B.

cinerea fue incapaz de crecer sobre el medio de cultivo (MS) o sobre la lámina del 

foliolo, y no produjo por tanto ninguna lesión sobre la lámina, sin embargo los foliolos 

colocados encajas Petri con medio de cultivo sin DMHDA pero expuestos a B.

cinerea, crecieron tanto sobre el medio de cultivo como sobre la lámina del foliolo, 

infectándolo y produciendo numerosos puntos necróticos sobre la lámina (Fig. 4D-F). 

Estos  datos muestran que la DMHDA in vitro es capaz de prevenir la infección de 

plantas de F. ananassa por B. cinerea, y en este sentido actúa como un fungicida en 

el sentido agrícola. 
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Figura 3. Inhibición del crecimiento de T. virens y T. atroviride por DMHDA y el Captan a diversas 
concentraciones micromolares. Después de cinco días de incubación se capturaron las imágenes y se 
midió el diámetro mayor de las colonias. Los páneles A y B muestran imágenes representativas de 4 
cajas con T. virens y T. atroviride (respectivamente) sometidos a concentraciones crecientes de 
DMHDA y Captan. Las gráficas muestran el crecimiento del diámetro mayor de las colonias de T.
virens sometidas a distintas concentraciones de DMHDA (C) y Captan (E) y de T. atroviride expuesta 
a esos mismos compuestos (D y F respectivamente). Bars represent the mean±standard error values 
(n = 4) Letters are used to indicate means that differ significantly by a Duncan’s multiple range test 
(p<0.05). 
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Efecto del grupo amino y la cadena hidrocarbonada en la actividad antifúngica 
de los aminolípidos 
Si bien hay algunos reportes que indican que compuestos como la butanamina  y la 

dimetiloctalamina tienen efectos antifúngicos, (Zou et al., 2007; Xu et al., 2004). No 

está claro el mecanismo por el que se ejerce este efecto, pero se ha sugerido que un 

cambio en el pH del suelo causado por el grupo amino como posible explicación 

(Liebman y Epstein, 1994; Xu et al., 2004). 

 

Con la finalidad de probar si el grupo amino, la cadena hidrocarbonada o ambos 

elementos son necesarios para ejercer la fungistasis, se probaron diversas aminas 

con una longitud de la cadena hidrocarbonada de 4 a 16 átomos de carbono, y al 

metil palmitato como lípido no aminado sobre B. cinerea, P. cinnamomi, T. virens y T. 

atroviride a una concentración de 100 μM. 

 

 
Figura 4. Inhibición del crecimiento de B. cinerea por DMHDA  a 100μM. El panel A-Control (solo el 
foliolo) B-Control positivo (el foliolo mas DMHDA) C-Tratamiento 1 (el foliolo infectado con B. cinerea 
mas DMHDA) D-Tratamiento 2 (el foliolo infectado con B. cinerea) E- Diámetro mayor de la colonia 
(cm) y F-Numero de puntos necróticos generados por B. cinerea. 8 días de exposición. Los resultados 
se analizaron mediante la prueba de ANOVA seguida de una prueba de Duncan (p <  0.05; n = 4), las 
letras denota significancia estadística entre tratamientos.
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En B. cinerea y P. cinnamomi se vio tanto el MP como los aminolípidos C4, C8 y C10 

inhibieron de forma muy discreta el crecimiento de estos microorganismos, pero al 

incrementar la longitud de la cadena hidrocarbonada de la amina, también 

incrementaba la inhibición sobre  B. cinerea y P. cinnamomi (Tabla 1). En P.

cinnamomi la represión fue mayor por efecto de las aminas con cadenas 

hidrocarbonadas de C12 y C14 las cuales de hecho produjeron una represión total 

del crecimiento. Lo anterior muestra que el grupo amino terciario no es suficiente 

para causar un efecto represor del crecimiento  y que una longitud de la cadena 

hidrocarbonada entre C12 y C16 es fundamental. Por otro lado la adición de metil 

palmitato (con cadena hidrocarbonada C16) al medio, no produjo ningún efecto 

inhibitorio en los hongos, y solo un efecto inhibitorio muy discreto en el oomiceto, lo 

que señala que ni la cadena hidrocarbonada larga ni el grupo amino por si mismos 

son capaces de producir la inhibición del crecimiento causada por la DMHDA (Tabla 

1). 

En los hongos del género Trichoderma el comportamiento fue muy interesante, en el 

sentido de que las aminas hidrocarbonadas de cadena larga (C12, C14 y C16) que 

causaron una fuerte represión en fitopatógenos, en T. virens y atroviride provocaron 

una inhibición considerablemente menor (Tabla 1). 
 

Tabla 1. Crecimiento del diámetro (cm) de colonias de B. cinerea, P. cinnamomi, T. virens y T. 
atroviride en  medio PDA adicionado con diversos lípidos† 

Microorganismo Control MP C4 C8 C10 C12 C14 C16 

B. cinerea  7,1a 6,1a 6,5a 6,1a 5,6a 3,8b 2,4b 2,7b 

P. cinnamomi  7,6a 6,5c 6,9b 5,3e 5,9d 0g 0g 2,4f 

T. virens 7,9a 7,6a 7,2b 4,8d 5,7c 5,7c 5,3cd 5,4c 

T. atroviride 7,9a 8a 7,8a 6c 6,9b 4,2d 2,8e 5,4c 

†Metil-palmitato (MP), Butanamina (C4), Dimetiloctilamina (C8), Dimetildecilamina (C10), 
Dimetildodecilamina (C12), Dimetiltetradecilamina (C14) y DMHDA (C16). A una concentración 
represora de 100μM. Después de 5 días de incubación se midió el diámetro mayor de las colonias en 
centímetros. Los resultados se analizaron mediante prueba de ANOVA y separación de medias por 
prueba de (p <  0.05; n = 4), las letras denotan significancia estadística entre tratamientos. 
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DISCUSIÓN 

El estudio de las propiedades fungistáticas de los VOCs bacterianos es un área en 

desarrollo. Existen algunos trabajos pioneros que muestran que las bacterias del 

suelo en su conjunto (Xu el al., 2004) y algunos aislados bacterianos en particular 

(Liu et al., 2008; Zou et al., 2007) son capaces de producir VOCs con actividades 

supresoras contra los hongos nematófagos Paecilomyces lilacinus, Pochonia

chlamydospora y Clonostachys rosea. 

En nuestro grupo de trabajo hemos demostrado que A. agilis UMCV2 es una PGPR, 

y que además es capaz de promover el crecimiento de Medicago sativa mediamente 

la emisión de VOCs (Velázquez-Becerra et al., 2011), además de haberse 

demostrado su capacidad para vivir como endófita colonizando la raíz y los tejidos 

aéreos de varias leguminosas sin ser deletéreo (Avilés-García et al., 2010). Por lo 

que en este trabajo decidimos explorar su capacidad para inhibir el crecimiento de 

microorganismos fitopatógenos. 

Nuestros resultados de experimentos de coocultivo en cajas Petri de 

compartimientos separados, muestran que los VOCs producidos por A. agilis UMCV2 

ejercen una inhibición moderada, cercana al 25 % medida como crecimiento en 

diámetro de la colonia de B. cinerea  y 45 % medida como superficie de la colonia del 

hongo, que resultó ser muy consistente. 

El análisis cromatográfico realizado en un trabajo previo (Velázquez-Becerra et al., 

2011), mostró la presencia de 2,5-Dimethyl pirazina en proporciones elevadas dentro 

del perfil de los VOCs de A. agilis, así como cantidades menores de DMHDA (N,N,-

dimetilhexadecilamina octalamina). La  2,5-Dimethyl pirazina es producida por una 

gran cantidad de bacterias del suelo, sin embargo no ha mostrado actividad 

fungistática. Xu et al. (2004) encontraron que la trimetilamina y la N,N,-

dimetiloctalamina estuvieron presentes en 30 suelos con fuerte actividad fungistática 

y que en forma pura, estas mismas substancias, también inhibieron la germinación 

de las esporas y el crecimiento del micelio de los hongos nematófagos P. lilacinus, P.

chlamydospora y C. rosea. En un trabajo posterior Zou et al. (2007) probaron los 

VOCs dominantes de 32 aislados bacterianos con actividad inhibitoria sobre esporas 

y micelio de esos mismos hongos, determinando que la 1-butanamina, causa una 
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inhibición total de P. lilacinus, y P. chlamydospora a concentraciones de 43 y 60 μM 

respectivamente. 

 La misma DMHDA ha sido reportada como parte de la mezcla de VOCs producida 

por Bacillus subtilis G8, una rizobacteria capaz de inhibir el crecimiento micelial de 

diversos hongos fitopatógenos, si bien no se había atribuido papel alguno a la 

DMHDA en esta actividad antifúngica (Liu et al., 2008). 

En el presente trabajo corroboramos la presencia de la DMHDA en las colonias de A.

agilis UMCV2 crecidas en AN de 3 a 5 días, encontrando que constituyen entre el 2.5 

y 4.8 % de los lípidos de A. agilis UMCV2 y que alcanzan concentraciones cercanas 

a 6 μM en la colonia.  No fue sorprendente encontrar concentraciones relativamente 

bajas de DMHDA en las colonias bacterianas ya que un trabajo previo mostró que la 

DMHDA adicionado al AN en concentraciones de 1.5 μM estimuló el crecimiento de 

A. agilis UMCV2, pero en concentraciones de 6 μM o mayores (sin cuantificar la 

DMHDA endógena) inhibió el crecimiento de la bacteria, lo que nos llevó a proponer 

que la DMHDA actúa de manera semejante a un autoinductor que a concentraciones 

bajas dispara el crecimiento poblacional y a altas concentraciones lo detiene  

(Velázquez-Becerra et al., 2011). De cualquier forma, no es de esperarse que en los 

experimentos de cocultivo en cajas Petri de compartimientos separados, la 

concentración de DMHDA producido por A. agilis UMCV2 presente en el espacio de 

cabeza  haya sido superior a 6 μM, y la inhibición causada que los VOCs bacterianos  

en B. cinerea, fue una inhibición moderada (colonias con un crecimiento en el 

diámetro 25 % menor al del control). No obstante lo anterior no puede descartarse la 

presencia de otros compuestos volátiles aún no determinados y que tengan efectos 

antifúngicos, nuestro análisis de las colonias bacterianas reportaron concentraciones 

menores que no pudieron ser cuantificadas con precisión de dimetildodecilamina, 

VOC que en el presente trabajo mostró tener una actividad fungistática aún mayor 

que la DMHDA. 

Sin embargo, los experimentos realizados con P. cinnamomi y B. cinerea a 

concentraciones conocidas de DMHDA permitieron ver efectos claros de este 

compuesto sobre el crecimiento de los fitopatógenos.  Concentraciones de 50 y 100 
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μM produjeron fuertes inhibiciones en el crecimiento de los fitopatógeneos, 

especialmente en P. cinnamomi.  

En nuestras condiciones experimentales, la DMHDA mostró un potencial mayor que 

el fungicida comercial Captan, ya que todas las concentraciones de DMHDA 

generaron una inhibición superior a la del Captan sobre el crecimiento micelial de B.

cinerea y P. cinnamomi (hasta 90% de inhibición aproximadamente) (figura 2). Estos 

resultados abren la posibilidad del empleo de la DMHDA como alternativa al uso de 

fungicidas como el Captan, cuyas efectos carcinogénicos en mamíferos ha sido 

demostrada y su efecto en seres humanos es controversial (Arce et al., 2010; Cohen 

et al., 2010). 

El género Trichoderma es ampliamente usado como agente de biocontrol por estar 

formado por microorganismos micoparásitos (Howell 2003). Desde el punto de vista 

biotecnológico, fue muy interesante constatar que el efecto inhibitorio de la DMHDA 

fue sensiblemente menor sobre los hongos promotores del crecimiento vegetal T.

virens y T. atroviride. Una concentración de DMHDA de 50 M, inhibe fuertemente a 

los fitopatógenos de B. cinerea y P. cinnamomi, sin embargo produjo un efecto muy 

discreto sobre T. virens y atroviride. Esta circunstancia si bien fue inesperada y 

muestra que la DMHDA no es igualmente activa contra todos los hogos, también 

puede ser ventajosa, ya que es posible considerar el uso de la DMHDA en 

estrategias multifactoriales de control de pestes, que también contemplen a hogos 

benéficos como los del género Trichoderma. 

Foliolos de F. ananassa mantenidos en cajas Petri con medio MS adicionado con 

DMHDA fueron completamente protegidos de la infección por B. cinerea mientras 

que los foliolos en medio sin DMHDA fueron invadidos por el hongo mostrando 

múltiples puntos de necrosamiento. Este hecho aunado a que los foliolos de F. 

ananassa no hayan sufrido daño alguno al estar en contacto con medio con DMHDA, 

nos hace pensar que la DMHDA podría usarse como un compuesto fungicida en el 

sentido agrícola, situación aún por demostrarse en invernadero y campo. 

Otra alternativa a explorar, es emplear no a la DMHDA directamente, sino a la 

bacteria que la produce como una estrategia de control biológico. Los experimentos 

de cocultivo de B. cinerea y A. agilis UMCV2, muestran que la concentración de los 
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VOCs producidos por A. agilis no es suficientemente elevada para provocar una 

inhibición total sobre el hongo in vitro, sin embargo in vivo pudiera ser diferente. Por 

un lado, sería esperable que en la rizósfera la bacteria y el hongo entraran en 

contacto físico, lo que pudiera incrementar el efecto de la DMHDA sobre el hongo. 

Por otro lado, se ha demostrado que la inhibición bacteriana de hongos fitopatógenos 

es más fuerte cuando las bacterias se establecen con antelación al hongo en un 

cultivo, teniendo tiempo para producir sus metabolitos antes que el patógeno 

(Valencia-Cantero et al., 2005). En el caso de A. agilis UMCV2, esto también es una 

ventaja potencial, ya que ésta bacteria además de ser rizosférica es endofítica 

(Avilés-García et al., 2010) y podría inocularse preventivamente en una planta antes 

de que fuera infectada. Es claro que los puntos anteriores son hipótesis de trabajo, 

mismas que actualmente estamos sometiendo a prueba. 

El mecanismo por medio del cual la DMHDA ejerce su acción inhibitoria sobre los 

microorganismos fitopatógenos, permanece inexplicado. Se ha correlacionado un pH 

alcalino en el pH de suelo con la capacidad fungistática del mismo y así se ha 

propuesto que en suelos con concentraciones elevadas de aminolípidos, el grupo 

amino puede conducir a la producción de amonio y a una elevación del pH y que esto 

explicaría la inhibición de los hongos fitopatógenos  (Liebman y Epstein, 1994; Xu et 

al., 2004). Nuestros resultados sin embargo no apuntan en esa dirección ya que 

iguales concentraciones molares de aminolípidos no tuvieron el mismo efecto 

inhibitorio sobre los fitopatógenos y en cambio la longitud de la cadena 

hidrocarbonada del aminolípido si tuvo un fuerte efecto. Longitudes de la cadena 

hidrocarbonada entre 12 y 16 C tuvieron el mayor efecto en los hongos y el oomiceto 

probados, si bien la presencia del grupo amino terciario fue muy importante para que 

el compuesto tuviera un efecto inhibitorio. El MP con cadena hidrocarbonada de 16 C 

tuvo un efecto inhibitorio aunque muy discreto sobre los microorganismos probados. 

Una posibilidad más acorde con nuestros resultados es que la DNHDA y los 

aminoilípidos C10 y C14 ejerzan inhibición interfiriendo con la síntesis de ácidos 

grasos en los microorganismos actuando como análogos de los sustratos naturales 

de esta vía. Una situación semejante se ha descrito en bacterias, donde los ácidos 

grasos insaturados de cadena larga, pero no los saturados, bloquean la enoil-acil 
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proteína reductasa (FabI) que es un componente esencial en la ruta de síntesis de 

los ácidos grasos bacterianos (Zheng et al, 2005). 

Kai y col. (2007) señalan que un mismo compuesto puede tener actividad fungistática 

diferencial en distintos organismos debido a que los sitios de reacción de un 

compuesto pueden ser distintos o inexistentes en otros hongos o bien debidos a 

diferentes habilidades para detoxificar compuestos supresores en cada hongo. 

Considerando la conocida versatilidad metabólica del género Trichoderma, nosotros 

proponemos la hipotesis de que T. virens y  T. artroviride tienen mayor capacidad de 

evadir el efecto inhibitorio de las aminas hidrocarbonadas de cadena larga, que de 

otro modo tendría un efecto inhibitorio general sobre los hongos y el oomiceto. 

En conclusión, en el presente trabajo hemos identificado a la DMHDA como un VOC 

producido por la rizobacteria A. agilis UMCV2 capaz de inhibir fuertemente y a dosis 

bajas el crecimiento de B. cinerea uno de los hongos fitopatógenos más ampliamente 

distribuido y a P. cinnamomi, un oomiceto igualmente importante como fitopatógeno. 

El mecanismo por medio del cual causa esta inhibición no está claro, pero la 

evidencia apunta a un efecto tóxico dependiente de la longitud de la cadena 

hidrocarbonada y la presencia del grupo amino terciario. El hecho de que la DMHDA 

tenga efectos discretos sobre T. virens y T. atroviride, y sea producida por una 

bacteria endofítica, sugiere que podría ser utilizada en estrategias integrales de 

control de plagas que involucre el uso de bioinculantes, hipótesis que actualmente 

está siendo probada. 
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