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RESUMEN 

 

El olivo (Olea europaea L. subsp. europaea) ha sido culturalmente y 

económicamente el principal cultivo oleaginoso de la Cuenca Mediterránea. 

España es el mayor productor de aceite de oliva en el mundo, y Andalucía, la 

región sur del país, es el principal área de cultivo con 62% de la superficie de 

olivar en España, ocupando >1.5 millones ha, 17% de la superficie total de la 

región en un monocultivo impresionante. En España, el olivo se puede 

encontrar en dos formas, silvestre (Olea europaea L. subsp. europaea var. 

sylvestris) y cultivada (Olea europaea L. subsp. europaea var. europaea). Las 

interacciones planta-microorganismo en la rizosfera y endosfera ha sido objeto 

de considerables estudios, ya que las comunidades bacterianas desempeñan 

un importante papel en el balance, desarrollo y funcionamiento del ecosistema 

suelo en diferentes sistemas agrícolas en muchas especies de plantas 

cultivadas. Esta Tesis Doctoral, se ha centrado en el estudio de la estructura y 

diversidad genética de las comunidades bacterianas de la rizosfera de olivos 

cultivados y silvestres en Andalucía, determinando el papel que los sistemas de 

manejo del suelo y los factores asociados a la planta pueden tener sobre éstas. 

En España, recientemente se han introducido métodos alternativos del 

manejo del suelo para reducir al mínimo la vulnerabilidad de los olivares a la 

erosión del suelo, uno de los principales problemas para la sostenibilidad del 

olivo en Andalucía, incluyendo el no-laboreo combinado con el control mecánico 

de malas hierbas, laboreo reducido con y sin control de malas hierbas y 

siembra de cubiertas vegetales en el otoño y eliminación de malas hierbas con 

herbicidas en la primavera y/o posterior desbroce o pastoreo. En este trabajo, 

se utilizó el análisis FT-RFLP (Análisis del Polimorfismos de Longitud del 

Fragmento de Restricción Terminal Fluorescente) de las secuencias 

amplificadas de la región 16S del ADNr para estudiar las diferencias en la 

estructura de las comunidades bacterianas en muestras de suelo de 46 

plantaciones comerciales de olivo orgánico y 12 áreas naturales cercanas con 

diferentes tipos de suelo. Las fincas de olivar estudiadas han estado sometidas 

a los diferentes sistemas de manejo de suelo durante largo tiempo en dos de 

las zonas más representativas para el cultivo de olivar en la región de 

Andalucía, y representan ejemplos de sistemas agroforestales y plantaciones 
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tradicionales. Nuestros resultados demostraron que dentro de cada finca de 

olivar tanto el tipo de suelo como el manejo de éste contribuyeron en este orden 

a modificar la estructura y diversidad de las comunidades bacterianas de 

acuerdo a los valores de los índices de Riqueza y Shannon Weiner. Los suelos 

de olivar de Sierra Morena con laboreo ligero o pastoreo con ovejas durante 

todo el año, presentaron mayores valores de estos índices de diversidad 

comparados con todos los sistemas de manejo del suelo en Campiña (laboreo 

convencional y cobertura del suelo con desbroce). Mediante este análisis FT-

RFLP algunos fragmentos de restricción terminal  han sido identificados y 

asociados significativamente a sistemas de manejo de suelo específicos, los 

cuales podrían ser utilizados en el futuro como indicadores para evaluar el 

efecto de cambios en el manejo de suelo en la modificación de las propiedades 

biológicas del suelo incluyendo la calidad biológica del mismo. 

Entre los árboles cultivados y silvestres, el olivo es una de las especies 

de mayor longevidad y riqueza en variabilidad genética. En España, más de 

200 variedades son actualmente cultivadas. En Andalucía ocho cultivares de 

olivo (Hojiblanca, Lechín de Sevilla, Manzanilla de Sevilla, Nevadillo Negro, 

Picual, Picudo, y Verdial de Huévar) representan >90% del área total cultivada, 

y nuevos cultivares (Arbequina y Frantoio) están siendo actualmente 

introducidos. En esta Tesis Doctoral, utilizando un enfoque tanto cultivo-

dependiente e independiente (FT-RFLP de las secuencias amplificadas de la 

región 16S ADNr),  evaluamos la influencia específica del genotipo de olivo, 

vivero de origen de los plantones, y el tiempo de incubación en la estructura de 

las comunidades bacterianas así como en las comunidades bacterianas 

cultivables totales  (BCT) y Pseudomonas fluorescentes (Ps) en la rizosfera y 

endosfera de seis cultivares (Arbequina, Frantoio, Hojiblanca, Manzanilla de 

Sevilla, Picual, y Picudo). Nuestros resultados indicaron que en primer lugar el 

vivero de origen, y en segundo lugar el genotipo del olivo, tuvieron una 

influencia significativa en la estructura de las comunidades iniciales y densidad 

de población de bacterias cultivables en la rizosfera y endosfera. En general, 

los cultivares Arbequina y Frantoio mostraron los mayores niveles de densidad 

de población. Asimismo, la estructura de las comunidades bacterianas de la 

rizosfera de seis cultivares de olivo muestreados en distintos tiempos de 

crecimiento fueron diferenciados en primer lugar en función del tiempo de 
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muestreo y en segundo lugar en función del genotipo del olivo, con densidad de 

poblaciones de BCT y Ps manteniéndose estables o incrementando sus niveles 

de densidad de población. 

En esta Tesis Doctoral, nuestra hipótesis fue que ambas formas de olivo, 

cultivada y silvestre, pueden ser una importante fuente de variabilidad genética 

la cual puede contener comunidades bacterianas en la rizosfera con 

importantes aplicaciones en la medicina, veterinaria, agricultura o industria. 

Mediante un enfoque de análisis polifásico, examinamos la estructura y 

diversidad de las comunidades bacterianas en la rizosfera de olivos silvestres 

en Andalucía. Primero, utilizando la técnica de análisis FT-RFLP de la región 

16S ADNr, encontramos una alta heterogeneidad en la composición de las 

comunidades bacterianas de la rizosfera, sugiriendo la existencia de 

comunidades específicas en función del genotipo de la planta y localización 

geográfica, siendo cada reducto de acebuche un reservorio único de diversidad. 

Posteriormente, investigamos el potencial antagonista de esas poblaciones 

bacterianas cultivables asociadas a la raíz. De un total de 675 asilados 

bacterianos de la rizosfera y endosfera de olivos silvestres, 94 (14%) mostraron 

una fuerte actividad antagonista in vitro contra V. dahliae patotipo defoliante, el 

cual es considerado uno de los más importantes patógenos que afectan al 

cultivo del olivo en el mundo. La proporción más alta de antagonistas se obtuvo 

de la rizosfera (59,6%) en comparación con la endosfera (40,4%). En total, la 

mayoría de los antagonistas (entre un 58,5 a 78,3%), mostraron actividad 

proteolítica, lipolítica, quitinolítica, produjeron ácido indol-acético y sideróforos. 

Mediante la secuenciación del gen 16S del ADNr, los antagonistas se 

identificaron indicando que la mayoría de las bacterias pertenecen al género 

Bacillus (56,4%), Pseudomonas (27,7%) y Paenibacillus (7,4%). Asimismo, 

varios de los aislados bacterianos que se identificaron no habían sido 

previamente citados en olivo incluyendo Acinetobacter sp. (3,2%), 

Chryseobacterium vyrstaatense (2,1%), Rhodococcus wratislaviensis (1,1%), y 

Rahnella sp. (1,1%). En general, varias de estas bacterias mostraron un alto y 

gran número de mecanismos de antagonismo, por lo que deben ser 

considerados para futuros análisis como potenciales agentes de biocontrol 

contra V. dahliae en olivo. 
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Finalmente, realizamos un  intenso estudio enfocado en nuevas 

Duganella spp. de pigmentación morada productoras de violaceína con interés 

biotecnológico habitando la rizosfera de olivos silvestres y cultivados en el sur 

de España. Mediante una caracterización fisiológica y bioquímica, análisis 

filogenético de diferentes genes incluyendo 16S ADNr, gyrB y vioA (implicado 

en la síntesis de violaceína), aislamos e identificamos por primera vez 

Duganella spp. asociadas con la rizosfera de plantas leñosas en medio 

ambientes de clima Mediterráneos que son capaces de producir violaceína, un 

metabolito secundario de color azul-morado con importantes aplicaciones 

biológicas, médicas e industriales de alto interés biotecnológico. Las siete 

cepas de Duganella spp. estudiadas pudieron ser identificadas como dos 

potenciales especies nuevas y fueron diferenciadas de acuerdo a su huésped 

de origen (Duganella baetica en olivos silvestres versus Duganella olivae en 

olivos cultivados). Todas las cepas de Duganella spp. produjeron violaceína in 

vitro, con niveles de producción natural más altos (hasta X65) que los citados 

en la literatura para cepas de otras especies bacterianas productoras de 

violaceína. Este alto rendimiento, hacen de estas bacterias buenas candidatas 

para su explotación biotecnológica, ya que los bajos rendimientos en la 

producción de violaceína se consideran una de las principales limitaciones de 

las cepas silvestres para su producción masiva y explotación comercial. Aunque 

no se demostró actividad inhibidora in vitro frente a bacterias gram-negativas y 

hongos fitopatógenos, el filtrado crudo de violaceína si demostró actividad 

inhibidora contra bacterias gram positivas. También observamos que las cepas 

de Duganella spp. de olivos silvestres y cultivados mostraron actividad 

proteolítica y lipolítica y una débil producción de sideróforos lo cual merece una 

investigación más extensa como potenciales inoculantes de plantones de olivo 

para mejorar su crecimiento y el establecimiento y supresión de patógenos del 

suelo. 
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SUMMARY 

 

The olive tree (Olea europaea L. subsp. europaea) has been culturally 

and economically the main oleaginous crop in the Mediterranean Basin. Spain is 

the largest olive oil producer in the world, and Andalusia, its southernmost 

region, is the main olive-growing area with 62% of the Spanish cultivated area, 

occupying >1.5 million ha, 17% of the total surface area of the region, in an 

impressive monoculture. In Spain, olive can be found in two forms, namely 

cultivated (Olea europaea L. subsp. europaea var. europaea) and wild (Olea 

europaea L. subsp. europaea var. sylvestris). Plant-microbe interactions in the 

rhizosphere and endosphere have been the subject of considerable studies 

since bacterial communities play an important role in the balance, development 

and soil ecosystem functioning in different agricultural systems in many species 

of cultivated plants. This PhD Thesis has focused on the study of the structure 

and genetic diversity of bacterial communities in the rhizosphere of wild and 

cultivated olives in Andalusia, determining the role that soil management 

systems and  plant-associated factors may have on it.  

In Spain, alternative soil management methods have been recently 

introduced to minimize vulnerability of olive orchards to soil erosion, one of the 

problem for olive sustainability in Andalusia, including non-tillage combined with 

mechanical weed control, reduced tillage with or without weed control, and a 

cover crop sown in the autumn and killed with herbicides in the spring and/or 

subsequently mowed or grazed. In this work, FT-RFLP (Fluorescent Terminal 

Restriction Fragment Length Polymorphism) analyses of amplified 16S rDNA 

were used to study differences in bacterial community structure in soil samples 

taken from 46 organic commercial olive groves and 12 natural areas nearby with 

different soil types. Those studied olive orchards have experienced different soil 

management systems for long-term in two of the most representative areas for 

olive cultivation in Andalusia region, representing examples of agroforestry 

stands and traditional groves. Our results demonstrated that within each soil 

orchard both, the soil type and soil management systems contributed in that 

order to modify bacterial community structure and diversity as determined by the 

Richness and Shannon index. Olive soils in Sierra Morena with light tillage or 

sheep grazing all year presented higher values of those diversity statistics as 
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compared to all soil management systems in Campiña (Conventional tillage and 

use of cover crops with mowing). This FT-RFLP analysis as well as some 

terminal restriction fragments that have been identified significantly associated 

to specific soil management systems can be exploited in the future as indicators 

to assess the effect of changes in soil management in the modification of soil 

biological properties included in soil biological quality. 

Among cultivated and wild trees, olive is one of the species of larger 

longevity and richest in genetic biodiversity. In Spain over 200 olive varieties are 

currently cultivated. In Andalucía, eight olive cultivars (Hojiblanca, Lechín de 

Sevilla, Manzanilla de Sevilla, Nevadillo Negro, Picual, Picudo, and Verdial de 

Huévar) account for  >90% of total cropped area, and new cultivars (Arbequina 

and Frantoio) are currently being introduced. In this PhD Thesis, by using both 

culture-dependent and independent (FT-RFLP analysis of 16S rDNA) 

approaches, we evaluated the selective influence of olive genotype, nursery of 

origin of the olive planting stocks, and incubation time on bacterial community 

structure as well as on total cultivable bacterial communities (TBC) and 

fluorescent Pseudomonas (Ps) in the rhizosphere and endosphere of six 

cultivars (Arbequina, Frantoio, Hojiblanca, Manzanilla de Sevilla, Picual, and 

Picudo). Our results showed that the nursery of origin, primarily, and the olive 

genotype, secondly, had a significant influence on the initial community structure 

and population density of cultivable bacteria in the rhizosphere and endosphere. 

In general, Arbequina and Frantoio cultivars showed the highest population 

density levels. Also, rhizosphere bacterial community structure of six olive 

cultivars sampled at different times of growth were differentiated primarily on the 

basis of the sampling time and secondly based on the olive genotype, with 

population densities of TBC and Ps maintaining stable or increasing their 

population density levels. 

In this PhD Thesis we hypothesized that the two forms of olive trees, 

cultivated and wild, may be an important source of genetic variability which may 

contain rhizosphere bacterial communities of important application in medicine, 

veterinary, agriculture or industry. By using a polyphasic approach, we 

examined the structure and diversity of bacterial communities in the rhizosphere 

of wild olives in Andalusia. First, using FT-RFLP analysis of amplified 16S rDNA 

sequences, we found a high heterogeneity of rhizosphere bacterial community 
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composition, suggesting the existence of plant genotype-site-specific 

communities, with each oleaster haven being a unique reservoir of bacterial 

diversity.  Thereafter, we investigated the antagonistic potential of these 

cultivable root-associated bacterial populations. From a total of 675 isolated 

bacteria from the rhizosphere and endosphere of wild olives, 94 (14%) showed 

a strong in vitro antagonistic activity against Verticillium dahliae defoliating 

pathotype, which is considered one of the most important and most serious 

pathogens affecting olive crops worldwide. A higher proportion of antagonists 

were obtained from the rhizosphere (59.6%) as compared to the endosphere 

(40.4%). Most of the bacterial antagonists (from 58..5 to 78.3%) showed 

proteolytic, lipolytic, and chitinolytic activity, produced indol-acetic ascid and 

siderophores. By 16S rDNA gene sequencing, antagonists were identified 

indicating that most of them belong to Bacillus (56.4%), Pseudomonas (27.7%), 

and Paenibacillus (7.4%). Also, several of the bacterial isolates identified had 

not been previously reported in olive, including Acinetobacter sp. (3,2%), 

Chryseobacterium vyrstaatense (2,1%), Rhodococcus wratislaviensis (1,1%), 

and Rahnella sp. (1,1%). Several of those bacteria showing high and broad 

antagonistic mechanisms may therefore be considered for further analyses as 

promising biocontrol agents against V. dahliae in olives. 

Finally, in this research, we carried out a deep study focused on new 

purple-pigmented violacein-producing Duganella spp. with biotechnological 

interest inhabit the rhizosphere of wild and cultivated olives in Southern Spain. 

Based on physiological and biochemical characterization, phylogenetic analysis 

of different genes including 16S rDNA, gyrB and vioA (implicated in synthesis of 

violacein), we isolated and identified for the first time Duganella spp. associated 

with the rhizosphere of woody plants in Mediterranean environments that are 

able to produce violacein, a blue-purple secondary metabolite with important 

biological, medical and industrial applications. The seven Duganella spp. strains 

studied could be identified as potential two new species and were differentiated 

according to their host of origin (Duganella baetica in wild olives versus 

Duganella olivae in cultivated olives). All the Duganella spp. strains produced 

violacein in vitro, with natural production levels higher (up to 65 x times) than 

those reported before for other violacein-producing bacteria. This high yields, 

make them good candidates for their biotechnological exploitation since low 
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violacein yields is considered one of the main limitation of wild strains for 

massive exploitation and production. Although no in vitro inhibitory activity was 

demonstrated for plant-pathogenic gram negative bacteria and fungi, crude 

violacein filtrates inhibited gram positive bacteria. We also observed that 

Duganella spp. strains from wild and cultivated olives showed proteolytic and 

lipolytic activities and a weak siderophore production which deserves deeper 

investigation as potential inoculants of olive planting stocks to enhance their 

growth and establishment and suppression of soilborne plant pathogens. 
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I.1. EL CULTIVO DEL OLIVO 

 

 

I.1.1. El origen del cultivo del olivo 

 

El olivo es considerado el árbol emblemático de la Cuenca 

Mediterránea y representa una de las plantas domesticadas y cultivadas 

más antiguas (Zohary y Spiegel-Roy, 1975). El olivo se puede encontrar en 

dos formas, una llamada olivo silvestre o acebuche (Olea europaea L. 

subsp. europaea var. sylvestris) y otra como olivo cultivado (Olea europaea 

L. subsp. europaea var. europaea) (Green, 2002). 

Existen dos hipótesis sobre el origen del olivo, una que postula que 

proviene de las costas de Siria, Líbano e Israel y otra que lo considera 

originario del Asia Menor. Su origen se situaría en la antigua Mesopotamia 

hacia el año 4000 a. de C., en los actuales Irán y Siria, aunque existen 

referencias históricas de su cultivo en la mayoría de las culturas del Oriente 

Próximo y el Mediterráneo Oriental. Las distintas civilizaciones que se 

desarrollaron en la Cuenca Mediterránea dispersaron el olivo con sus 

desplazamientos. Los primeros indicios del cultivo del olivo en las costas 

mediterráneas españolas coinciden con el dominio romano, aunque fueron 

posteriormente los árabes los que lo impulsaron en Andalucía, convirtiendo 

a España en el primer país productor de aceite de oliva a nivel mundial 

(Rallo et al., 2005). 

Tras el asentamiento del cultivo del olivo en áreas de la Cuenca 

Mediterránea, a partir del siglo XV, con los viajes oceánicos de Colón, 

Magallanes y Juan Sebastián Elcano, el olivo fue introducido y se extendió 

por el Nuevo Mundo y actualmente, se cultiva también en Australia, Japón 

y Sudáfrica (Barranco et al., 2004). 

La selección de individuos más interesantes por características tales 

como la producción, el tamaño del fruto, el contenido en aceite o la 

adaptación al medio en las zonas donde se fue estableciendo el olivo ha 
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ido originando una gran diversidad de cultivares en los diferentes países 

del Mediterráneo (Barranco et al., 2004). 

 

 

I.1.2. Requerimientos de cultivo 

 

La singularidad del olivo reside en su carácter de cultivo permanente, 

su longevidad, plasticidad y su gran adaptación a la climatología 

mediterránea. Aunque los requerimientos climatológicos del olivo son 

escasos, su distribución está delimitada por la isoterma de -7º C como 

temperatura media absoluta anual, presentándose a partir de esta 

temperatura problemas con heladas en los cultivares más tempranos. El 

olivo es muy tolerante a la sequía típica mediterránea y, aunque el óptimo 

de precipitaciones para él se sitúa en torno a los 650 mm, adecuadamente 

distribuidos, puede cultivarse en secano en aquellas zonas en las que la 

pluviometría media anual no sea menor de 400 mm (Navarro y Parra, 

2008).  

En su amplia zona de distribución, el olivo es un árbol que ocupa una 

gran diversidad de suelos (llanos o con fuertes pendientes), aunque su 

productividad se ve favorecida por texturas francas, franco-arcilloso-

arenoso y arcillo-arenosas con drenaje óptimo debido a la alta sensibilidad 

del sistema radical al encharcamiento prolongado de agua. Crece bien en 

suelos que van de moderadamente ácidos a moderadamente alcalinos (pH 

entre 5,5 y 8,5) y resiste mejor la salinidad que otros árboles frutales 

(Navarro y Parra, 2008). 

El hábitat del olivo se concentra entre las latitudes 30º y 45º tanto en 

el Hemisferio Norte como en el Hemisferio Sur (Fig. I.1) (Barranco et al., 

2004), en regiones climáticas del tipo mediterráneo, caracterizadas por un 

verano seco y caluroso. En el Hemisferio Sur el olivar está presente en 

latitudes más tropicales cuyo clima es modificado por la altitud. Como 

cultivo típicamente mediterráneo, la práctica totalidad de la superficie 

mundial dedicada al cultivo del olivar se encuentra localizada en los países 
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ribereños de la Cuenca Mediterránea, destacando sobre todos España e 

Italia, seguidas de Grecia, Marruecos, Siria, Túnez y Turquía (Anónimo, 

2004). 

 
Figura I.1. Zonas climáticas aptas para el cultivo del olivo (Fuente: Barranco et al. 2004). 

 

 

I.1.3. Superficie de cultivo  

 

El patrimonio oleícola existente se estima aproximadamente en 960 

millones de olivos, de los que unos 945 millones (98% del total) se sitúan 

en la Cuenca Mediterránea donde ocupan cerca de 9,5 millones de 

hectáreas distribuidas principalmente en España e Italia, y en menor 

extensión Grecia, Marruecos, Siria, Túnez y Turquía (Anónimo, 2004). De 

los 960 millones de olivos, unos 50 millones se cultivan en regadío. Por 

otra parte, la producción del olivar alcanza una media anual del orden de 

14 x 106 t de aceitunas, de las que el 90% se dedican a la obtención de 

aceite y el 10% se consumen elaboradas como aceituna de mesa 

(Civantos, 2008). 
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La superficie de cultivo dedicada al olivar en España ascendía en 

2007 a 2.513.419 ha, de las cuales el 96% son destinadas a la obtención 

de aceite y el 4% a aceituna de mesa (ESYRCE, 2007). 

Las zonas de producción de olivar en España se extienden por gran 

parte del territorio nacional, que comprende la superficie al sur de una línea 

imaginaria que uniera Lérida y Cáceres e incluye por tanto, Andalucía, 

Castilla-La Mancha, Cataluña, Extremadura, Levante y Valle del Ebro (Fig. 

I.2).                   

               

 
Figura I.2. Distribución superficie del olivar en España, año 2005 (Fuente: Dossier Exposición Tierras 
del Olivo, Jaén, Úbeda, Baeza y Baena (Diciembre 2007- Abril, 2008). 
 

El olivar andaluz tiene un papel destacado en esta distribución por 

representar el 62,4% de la superficie nacional del cultivo (Anónimo, 2006a) 

(Fig. I.3). La importancia del olivar en Andalucía se pone de manifiesto si 

consideramos que su superficie total ascendía a 1.401.425 ha en el año 

2006 (Anónimo, 2006b). De la superficie total andaluza destinada a este 

cultivo, el 90% corresponde a olivar destinado a obtención de aceite de 

oliva y el 10% restante a la producción de aceituna de mesa. El olivar 

andaluz es un cultivo mayoritariamente de secano, aunque el regadío 
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representa el 19,2% de la superficie total (Anónimo, 2006a). Jaén y 

Córdoba son las principales provincias olivareras de la Comunidad 

Autónoma concentrando el 61,3% de la superficie de olivar en Andalucía, 

seguidas en importancia por Sevilla, Granada y Málaga (Fig. I.3) (Anónimo, 

2002). 

 
Figura I.3. Distribución superficie del olivar en Andalucía, año 2005 (Fuente: Dossier Exposición 
Tierras del Olivo, Jaén, Úbeda, Baeza y Baena (Diciembre 2007-Abril, 2008). 
 

Por otra parte, el olivar en Andalucía representa el 33% de las tierras 

de cultivo y 16% de la superficie total de la región andaluza, suponiendo el 

26% de la producción Final Agraria Andaluza. Otro parámetro que indica el 

destacado papel del olivar andaluz en España es la producción de aceite 

de oliva, que representa el 85% del total nacional (Informe Carbonell 

2007/2008), el 46% de la producción de la Unión Europea y más del 36% 

de la producción mundial (Anónimo, 2006a). 

 

 

I.1.4. Diversidad biológica  

 

El término Biodiversidad fue acuñado por el Biólogo y humanista E.O. 

Wilson en su libro Biodiversity (Wilson, 1988) y hace referencia a la 
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variabilidad de los organismos vivos a cualquier nivel, comprendiendo la 

diversidad de los genes, de las especies y de los ecosistemas en los que 

se desarrollan. En este contexto, el olivo se caracteriza por contener una 

alta riqueza de recursos genéticos, probablemente debido al origen 

autóctono de sus variedades obtenidas por la selección de materiales 

diferentes en cada zona. La diversidad genética existente en el olivo ha 

sido objeto de estudio de numerosas investigaciones relacionadas con la 

identificación, análisis genealógicos y de variabilidad genética en el olivo 

cultivado y silvestre mediante diversos métodos morfológicos y 

moleculares (Ganino et al., 2006). 

Recientemente, los resultados de la investigacuiones realizadas por 

Belaj et al. (2010), estudiando la diversidad y relaciones filogenéticas entre 

cultivares locales y silvestres de olivo en tres regiones olivareras en 

España (Andalucía, Cataluña y Valencia), revelaron que existe una 

abundante variación alélica y altos valores de diversidad genética en estas 

zonas de cultivo del olivo, y que particularmente en Andalucía las 

poblaciones de olivo silvestre conforman un cluster genético separado e 

independiente del resto de los olivares cultivados del mismo área y de las 

otras zonas olivareras, asi como del resto de las poblaciones de olivo 

silvestre. Estos resultados sugieren que las poblaciones silvestres de olivo 

en Andalucía pueden representar verdaderos acebuches silvestres y no 

formas ferales, los cuales podrían constituir un interesante recurso 

genético para mejoradores, por la posibilidad de contener importantes 

caracteres genéticos de importancia para la agricultura tales como fuentes 

de resistencia a patógenos y a condiciones adversas del medio ambiente, 

o ser una fuente de microorganismos con potencial para su uso en 

agricultura como agentes de biocontrol o por su potencial biotecnológico.  

En España se estima que existen mas de 500 denominaciones 

varietales diferentes, las cuales son el resultado de muchos años de 

difusión y selección y que han dado como resultado en la actualidad esta 

enorme diversidad de cultivares autóctonos (Barranco,  2008). En 

Andalucía siete variedades de olivo (Picual, Lechín de Sevilla, Hojiblanca, 
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Picudo, Manzanilla de Sevilla, Verdial de Huévar y Nevadillo Negro) 

constituyen el 90% de la superficie cultivada, mientras que otro 5% está 

constituido por ocho variedades (Arbequina, Gordal Sevillana, Aloreña, 

Verdial de Vélez-Málaga, Lechín de Granada, Pico Limón, Manzanilla 

Serrana, y Alameño Blanco) (CAP-2003).  

La variedad predominante en Andalucía es 'Picual', con 857.746 

hectáreas cultivadas (58,2% de la superficie total), siendo también la 

variedad más extendida, empleándose en gran medida en nuevas 

plantaciones por su productividad y alto rendimiento graso. Su importancia 

en el total del olivar andaluz viene dada por el peso que tiene en las 

provincias de Jaén, donde supone casi la totalidad del olivar (98,6% de la 

superficie), Granada (69,3%) y Córdoba (39,8%) (CAP-2003). 

  

 

I.1.5. Evolución de los sistemas de manejo de cultivo 

 

Durante los últimos años, en el olivar español, y fundamentalmente el 

Andaluz, se han producido notables innovaciones tecnológicas, que 

confieren confianza al sector productivo respecto de la capacidad de 

mantener su estabilidad y competitividad para hacer frente al progresivo 

incremento de exportación de aceite de oliva a nuevos países 

consumidores. Entre tales innovaciones, que definen la ‘Nueva olivicultura’, 

destacan el establecimiento de nuevas plantaciones de mayor densidad 

(400-600 árboles/ha) y el desarrollo de una industria viverística para 

obtener plantas de un solo tronco y precoz entrada en producción (Rallo et 

al., 2005).  

Paralelamente, en la actualidad, se están implementando métodos 

alternativos al laboreo convencional para minimizar la erosión, uno de los 

problemas fundamentales del olivar en numerosas zonas, incluyendo el 

laboreo ligero, o el no laboreo combinado con control mecánico 

(desbrozadora), químico (herbicidas) o animal de las malas hierbas, o 

manteniendo éstas como cubierta vegetal natural o siembra de una 
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cubierta en otoño y eliminación de éstas en primavera mediante la 

aplicación de herbicidas, desbroce o pastoreo, entre otros (CAP-JA, 2003; 

Milgroom et al., 2006; 2007). Otras innovaciones han permitido que los 

sistemas tradicionales de secano sean sustituidos de forma paulatina por 

plantaciones intensivas con riego por goteo para incrementar y estabilizar 

la producción. Además, el olivar no ha sido ajeno a la tendencia mundial de 

uso de estrategias sostenibles de bajo impacto ambiental, de forma que se 

están promoviendo nuevos sistemas de manejo como la producción 

integrada y ecológica con objeto de reducir el impacto negativo que tiene el 

uso excesivo de pesticidas y fertilizantes.  

 

 

I.1.6. Enfermedades del olivo 

 

I.1.6.1. Principales enfermedades que afectan al olivo 

 

Más de medio centenar de enfermedades que afectan al olivo, son 

causadas por agentes bióticos (hongos, bacterias, virus, fitoplasmas, 

nematodos y fanerógamas parásitas) o abióticos (Trapero y Blanco, 2008). 

Dentro de las enfermedades más importantes que afectan al cultivo de 

olivo en España, destacan la Antracnosis o Aceitunas jabonosas 

(Colletotricum acutatum Simmonds), el Repilo (Fusicladium oleaginum 

(Castagne) Ritschel & U. Braun (= Spilocaea oleagina (Castagne) S. 

Hughes), la Tuberculosis (Pseudomonas syringae Van Hall pv. savastanoi) 

y la Verticilosis (Verticillium dahliae Kleb.). Actualmente, la Verticilosis es 

una de las enfermedades fúngicas más extendida en el mundo y una de las 

más importantes que afectan al olivar en España por su amplia 

distribución, extensión y gravedad de las pérdidas que ocasiona (Trapero y 

Blanco, 2008). Estas circunstancias, han motivado el desarrollo de 

numerosas investigaciones concernientes a la diversidad genética, 

epidemiología, manejo y control de este patógeno no solamente en España 

sino en todas las zonas productoras de olivo a nivel mundial. 
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    I.1.6.2. Verticillium dahliae como agente causal de la Verticilosis del 

olivo 

 

El agente causal de la Verticilosis del olivo es el hongo Verticillium 

dahliae que es capaz de infectar más de 200 especies vegetales, 

principalmente dicotiledóneas herbáceas y leñosas, muchas de ellas 

cultivadas, y numerosas plantas arvenses en regiones de clima templado 

(Bell, 1992; 1994; Harris, 1998; Hiemstra, 1998; McCain et al., 1981; Pegg 

y Brady, 2002). Además, se ha aislado de 55 géneros de plantas arvenses 

sintomáticas o asintomáticas, que pueden actuar como reservorios del 

patógeno (Jiménez-Díaz et al., 1998; Pegg y Brady, 2002). 

Los estudios realizados hasta la fecha indican que las poblaciones de 

V. dahliae presentan notable variabilidad en su virulencia y en su dotación 

genética [(diversidad de grupos de compatibilidad vegetativa (VCGs) y de 

grupos moleculares] (Daayf et al., 1995; Collado-Romero et al., 2010).  

La virulencia diferencial de aislados de V. dahliae sobre cultivo de 

algodón y tomate (Schnathorst y Mathre, 1966) ha permitido diferenciar dos 

patotipos por su capacidad de defoliar o no estas plantas de forma 

completa, denominados defoliante (D) o no defoliante (ND), 

respectivamente, cuya diferenciación tiene gran significación fitopatológica. 

La Verticilosis del olivo se manifiesta mediante dos tipos de síndromes 

denominados Apoplejía y Decaimiento Lento (Blanco López et al., 1984), 

estrechamente relacionados con los patotipos D y ND, respectivamente. 

(Fig. I.4 a,b).  
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Figura I.4. Síndromes de Apoplejía (a), Decaimiento Lento (b), Coloración vascular observada en el 
tallo (c) (Fuente: Prof. Jiménez-Díaz). 

 

La descripción más detallada de ambos síndromes ha sido realizada 

por Blanco-López et al. (1984) en Andalucía, quienes indicaron que la 

Apoplejía se desarrolla entre final de invierno y principio de primavera 

comenzando con el desarrollo de una tonalidad marrón clara de las hojas, 

que se enrollan longitudinalmente hacia el envés y permanecen secas 

adheridas al brote o rama. El síndrome apopléjico se caracteriza por la 

muerte rápida de brotes, ramas principales y ramas secundarias. Esta 

necrosis tiene lugar desde el extremo distal hacia la base del órgano y 

puede terminar con la muerte del árbol. A veces, en el xilema de las zonas 

afectadas se desarrolla una coloración castaño-oscura de distribución 

irregular  (Fig. I.4 c). (Blanco-López et al., 1984). 

El síntoma más característico del Decaimiento Lento es la necrosis de 

las inflorescencias, cuyas flores quedan momificadas y persisten en el 

árbol afectado o caen en caso de que la necrosis se desarrolle al inicio de 

la floración. Las hojas de brotes afectados se tornan verde-mate, necrosan 

y caen generalmente antes de secarse, salvo las más distales que 

permanecen adheridas hasta después del verano. Los síntomas en flores y 

hojas comienzan casi siempre al mismo tiempo, si bien en ocasiones los 

primeros preceden a los síntomas foliares, y ambos continúan con la 

muerte del brote que puede adquirir externamente un color pardo-rojizo de 
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distribución sectorial, y en cuyos tejidos vasculares no siempre se observa 

una coloración castaño-oscura. Los síntomas del Decaimiento Lento 

comienzan a final de abril, después de los que caracterizan a la Apoplejía, 

y se desarrollan de forma gradual durante la primavera hasta principios del 

verano. Esto contrasta con el desarrollo de la Apoplejía, que no continúa 

tras la muerte de las ramas afectadas (Blanco-López et al., 1984). Un 

mismo árbol puede sufrir los dos síndromes secuencialmente, aunque el 

desarrollo de éstos es distinguible en el tiempo. Además, salvo por la 

muerte de la planta, los árboles afectados de Decaimiento Lento pueden 

mostrar una recuperación sintomatológica en años sucesivos, dando lugar 

a una aparente disminución de la incidencia de la enfermedad a lo largo del 

tiempo (Jiménez Díaz et al., 1998). 

 

I.1.6.3. La Verticiliosis del olivo en Andalucía 

 

La Verticilosis del olivo se identificó por primera vez en España en el 

año 1975, en campos de experimentación en Córdoba (Caballero et al., 

1980) aunque existían descripciones anteriores de ciertos síntomas que 

podrían corresponder a Verticilosis. Entre, los años 1980-1983, se realizó 

la primera prospección, en las principales provincias olivareras andaluzas 

(Jaén, Córdoba, Sevilla y Granada) encontrándose que el 38,5% de 122 

plantaciones inspeccionadas estaban afectadas por la enfermedad con 

incidencia de árboles enfermos variable entre 10 y 90%. La Verticilosis del 

olivo estaba bien establecida en los olivares de Jaén y Córdoba y era 

menos prevalente en las otras provincias (Blanco-López et al., 1984). 

Desde entonces la enfermedad se ha ido extendiendo de forma 

continuada, en proceso aparentemente paralelo al de modernización y 

extensión del cultivo del olivo, de forma que no es posible entender la 

Verticilosis del olivo sin haber comprendido la evolución de este cultivo y su 

historia más reciente (Blanco-López y Jiménez-Díaz, 1995). En los últimos 

años ha habido un aumento paulatino en la incidencia y severidad de los 

ataques de Verticilosis en las nuevas plantaciones establecidas con 
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sistemas de cultivo intensivo en regadío provocando importantes pérdidas 

económicas (Bejarano-Alcázar, 2003), y la enfermedad se ha extendido a 

otras Comunidades Autónomas (e.g., Aragón, Castilla-La Mancha, 

Comunidad Valenciana, y Extremadura) (Jiménez-Díaz et al., 2003; Landa 

et al., 2009).  

En Andalucía, el patotipo ND está presente en las zonas de cultivo de 

algodón y olivo a lo largo del valle del Guadalquivir desde 1981 (Bejarano-

Alcázar et al., 1996). Por el contrario, el patotipo D permaneció restringido 

a campos de algodón en la zona del bajo Guadalquivir (Marismas, Sevilla) 

hasta 1985 (Bejarano-Alcázar et al., 1996), y después se ha extendido 

hacia las zonas central y alta del valle (provincias de Córdoba y Jaén) 

(Bejarano-Alcázar et al., 2001) donde ha sido detectado recientemente en 

nuevas plantaciones de olivar causando defoliación intensa de hojas 

verdes (Bejarano-Alcázar, 2005; Jiménez-Díaz et al., 2010; López-

Escudero y Blanco-López, 2001; Mercado-Blanco et al., 2003b).  

De estos estudios destacar uno reciente llevado a cabo en nuestro 

grupo de investigación, que incluyó un total de 637 aislados de V. dahliae 

obtenidos de 433 olivos muestreados aleatoriamente en 65 olivares de 

Córdoba, Granada, Huelva, Jaén, y Sevilla, ha revelado que el 78% de 

dichos aislados son del patotipo defoliante. Más importante aún, todos los 

aislados muestreados en olivares de las provincias de Jaén (16) y Sevilla 

(14), y en 20 de 21 olivares muestreados en la de Córdoba, fueron 

identificados como pertenecientes al patotipo D (Jiménez-Díaz et al., 

2010). 

 

I.1.6.4. Estrategias de control de la Verticilosis del olivo 

 

El conocimiento actual que se viene produciendo durante los últimos 

años mediante investigación científica sobre la naturaleza etiológica y 

epidemiológica de la Verticilosis del olivo, indica convincentemente que 

esta enfermedad es de naturaleza compleja lo cual dificulta de forma 

notable que su control pueda ser alcanzado mediante una única medida. 
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Consecuentemente, la estrategia de control de  esta enfermedad se debe 

basar fundamentalmente en la aplicación de acciones de prevención. Estas 

acciones de prevención deben ser implementadas fundamentalmente 

antes de la plantación, en una estrategia de manejo integrado (Jiménez 

Díaz et al., 2003; Tjamos, 1993), ya que las medidas posplantación son 

muy limitadas o en algunos casos inexistentes.  

Las medidas de control llevadas a cabo antes del establecimiento de 

la plantación son de tipo preventivo y pueden ir dirigidas al material vegetal 

o al lugar donde éste va a ser establecido. En cualquiera de los casos, 

todas ellas deberían ser llevadas a cabo de forma conjunta puesto que 

desestimar la aplicación de alguna de ellas supone incrementar la 

ineficacia de las otras. En consecuencia, basándonos solamente en las 

características inherentes de la enfermedad, la puesta en práctica de una 

estrategia de manejo integrado de la Verticilosis del olivo mediante 

medidas de carácter preventivo previas a la plantación incluiría: i) evitar el 

uso de suelos infestados por V. dahliae, así como la proximidad de la 

plantación a cultivos herbáceos susceptibles a éste, en particular algodón; 

ii) analizar el suelo sobre su contenido en microesclerocios de V. dahliae, 

para lo cual se dispone de métodos microbiológicos y moleculares 

contrastados experimentalmente; iii) desinfestar el suelo que contenga 

inóculo elevado o virulento del hongo, ya sea de forma generalizada o 

localizada, mediante solarización y/o aplicación de productos fumigantes 

autorizados; iv) utilizar material de plantación certificado libre de V. dahliae; 

v) la utilización de material de plantación tanto variedades como patrones 

tolerantes/resistentes a la Verticilosis (Jiménez-Díaz et al., 2003), y vi) la 

protección de este materia vegetal de la infección por el patógeno 

mediante la aplicación de agentes de control biológico (ACBs) .  

Entre las medidas a utilizar una vez establecida la plantación 

podemos citar la utilización de productos químicos y biológicos, y la 

realización de prácticas culturales y solarización.  

La fumigación con materias activas fungicidas y nematicidas ha sido 

efectiva para el control de Verticilosis en cultivos como algodón, fresa, 
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patata, y tomate (Pegg y Brady, 2002). Aunque formulaciones a base de 

bromuro de metilo y cloropicrina (tricloronitrometano) han sido utilizadas 

con éxito para el control de la Verticilosis en diversos cultivos (Pegg y 

Brady, 2002), la legislación europea actual prohíbe el uso de ellos, y otros 

compuestos como formol y metam-Na (N-metilditiocarbamato de sodio) 

tienen un uso restringido según los distintos países (Tjamos y Jiménez-

Díaz, 1998). En la actualidad no existe ningún producto químico autorizado 

para el control específico de la Verticilosis del olivo, aunque si existen dos 

materias activas (Procloraz y Folpet) incluidas en el registro de productos 

fitosanitarios para el control de Verticilosis (http://www.mapa.es/es/ 

agricultura/pags/fitos/registro).  En la lucha química contra la Verticilosis del 

olivo también se ha utilizado la técnica de inyecciones de diversos 

principios activos (como fosety-Al o benomilo, que actúa una vez 

transformado en carbendazima) en el tronco del olivo (Gallego-Álvarez, 

1994; Mule et al., 2002; Navarro et al., 1992). Aunque el uso de productos 

fungicidas para el control de la Verticilosis del olivo se ha investigado en 

numerosas ocasiones, todavía no ha sido demostrado convincentemente 

que esta estrategia de control de la enfermedad sea suficientemente 

satisfactoria. En la mayoría de los casos, los resultados no son 

reproducibles o muy variables, con lo cuál es difícil el establecimiento de 

un claro efecto fungicida o protector en la planta. 

Existen diversas prácticas de cultivo que permiten mantener un 

manejo adecuado de la Verticilosis. Entre ellas podemos destacar: No 

utilizar cultivos herbáceos susceptibles de forma intercalada, controlar la 

flora arvense, especialmente las de hoja ancha, y plantas huéspedes, 

evitar o minimizar en lo posible las prácticas de laboreo que causen 

heridas en las raíces y el uso de vehículos o maquinaria que hayan sido 

empleados previamente en parcelas afectadas por la Verticilosis, usar 

preferentemente sistemas de riego por goteo para evitar la dispersión del 

patógeno y vigilar el punto de captación de agua, realizar la poda de 

árboles afectados preferiblemente durante el verano (Levin et al., 2003), y 

antes de que ocurra la defoliación de la planta, y cuando ésta se realice, 
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empezar a podar siempre por los árboles que no presenten síntomas 

dejando para finalizar los que parezcan estar enfermos, retirar y destruir lo 

antes posible los restos de plantas enfermas (Mol y Scholte, 1995). 

Asimismo, se debe realizar una fertilización equilibrada evitando el exceso 

de nitrógeno y la falta de potasio (Harris, 1998). Por otro lado, las 

enmiendas orgánicas se ha demostrado que favorecen el control de las 

enfermedades de las plantas mediante la estimulación de las poblaciones 

microbianas antagonistas y la modificación de las propiedades químicas 

del suelo (Antonopoulos et al., 2008; Conn et al., 2005; Davis et al., 1996) 

En la actualidad, cada vez son mas frecuentes las investigaciones 

sobre el desarrollo de alternativas de manejo mediante el uso de productos 

biológicos contra la Verticilosis en olivo, ya sea a través de un efecto 

directo del ACB contra el patógeno por diferentes mecanismos de 

antagonismo o indirectamente mediante la protección y promoción de las 

condiciones de vigor (e.g., promotores de crecimiento, proliferación de 

raíces, tolerancia a sequía etc.) en las plantas antes del estableciemiento 

de la plantación lo cual permitiría disminuir la predisposición y 

consecuentemente el riesgo de infección por el patógeno (Mercado-Blanco 

y Bakker, 2007; Peyvandi et al., 2010; Porras-Piedra et al., 2005). Sin 

embargo y a pesar de que son muchos los productos biológicos 

(Pseudomonas spp., micorrizas, Trichoderma spp.) que actualmente se 

están promocionando como eficaces para el control de la Verticilosis del 

olivo, en muchas ocasiones su eficacia no consta que haya sido 

demostrada experimentalmente y menos aún publicada en ámbitos 

científicos o técnicos (Jiménez-Díaz et al., 2009).  

Se ha contrastado experimentalmente en condiciones controladas y 

de campo el efecto beneficioso de algunas formulaciones específicas de 

estos microorganismos al suprimir en cierta medida –no eliminar- el 

desarrollo de la Verticilosis. En este contexto, algunas investigaciones 

recientes han demostrado la eficacia de microorganismos para la 

protección de plantones de olivo de la variedad ‘Picual’ con la inoculación 

de los hongos Trichoderma asperellum y T. gansii (Jiménez-Díaz et al., 
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2009), la utilización de Pseudomonas fluorescens en las variedades 

‘Picual’ y ‘Arbequina’  (Mercado-Blanco et al., 2004; Prieto et al., 2009), y 

protección de árboles jóvenes de olivo con Paenibacillus alvei en las 

variedades Amfissis y Kalamon (Sassalou et al., 2009). 

La utilización de microorganismos antagonistas como ACBs de 

patógenos está considerada un componente básico de las medidas de 

control de enfermedades para utilizar de forma combinada junto a todas las 

demás estrategias disponibles que impacten lo menos posible al 

medioambiente y de esta forma conseguir la sostenibilidad del cultivo. 

Ésto, indudablemente supone que el conjunto de métodos erradicativos 

utilizados para el control de la Verticilosis en el futuro, podrían 

complementarse con el control biológico, contribuyendo de esta manera al 

desarrollo de nuevos métodos de manejo integrado de la enfermedad 

(Landa et al., 2009; Tjamos, 1993; Trapero y Blanco, 2008). En el caso 

particular del olivo, cada vez son más frecuentes la incorporación de 

nuevas tecnologías mediante el uso de inoculantes microbianos que 

incluyen: aplicación de bioprotectores, fitoestiumuladores o biofertilizantes 

durante la producción en vivero para incrementar la calidad y vigor de 

plantones. El interés actual en aplicar esta tecnología de bajo impacto al 

medio ambiente ha enfatizado el estudio y manejo de las interacciones 

microbianas en suelo, rizosfera y plantas (Pastor,  2008). 

En este contexto, el estudio de la ecología microbiana del suelo y 

rizosférica asociadas al olivo silvestre o acebuche, como una fuente de 

variabilidad genética escasamente explorada, representa una oportunidad 

en la búsqueda de nuevos componentes microbianos de interés 

agronómico que pudieran no encontrarse en las variedades cultivadas y 

que permita incorporar nuevos elementos para el desarrollo de estrategias 

para un mejor manejo de esta enfermedad y consecuentemente repercutir 

positivamente sobre aspectos económicos y ambientales en el sistema 

productivo actual del cultivo de olivo. 
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I.2. ECOLOGÍA MICROBIANA  

 

I.2.1. Origen de la Microbiología 

 

Históricamente, se reconoce que el inicio de la Microbiología tuvo 

lugar con Antón van Leeuwenhoek a finales del año 1600 quién mediante 

la mejora de las técnicas de observación a través de lentes, diseñó el 

primer microscopio y realizó las primeras observaciones de 

microorganismos. Sin embargo, se considera que la disciplina de la 

Microbiología se desarrolló realmente a finales del siglo XIX cuando Robert 

Koch y Louis Pasteur realizando observaciones sobre la asociación de 

gérmenes con las enfermedades, abordaron los primeros estudios de la 

interacción de microorganismos con su medio ambiente. Sin embargo, a 

pesar de que dichas investigaciones no fueron propiamente de naturaleza 

ecológica, sí desarrollaron procedimientos técnicos para la manipulación 

de microorganismos que actualmente se siguen utilizando en Ecología 

Microbiana. Posteriormente, en los inicios del siglo XX, Martines Beijerinck 

y Sergei Winogradsky, tomando en consideración las condiciones químicas 

del medio ambiente, observaron que existían condiciones selectivas que 

influenciaban el desarrollo de los microorganismos, lo cual sentó las bases 

de las primeras investigaciones que incluyeron el enriquecimiento de 

cultivos para el aislamiento de microorganismos y de esta forma estudiar 

su actividad  biogeoquímica (Konopka, 2006).  

 

 

I.2.2. Importancia de los microorganismos en la biosfera 

 

Los microorganismos conforman una gran fuente de diversidad 

genética. La amplia diversidad y el potencial que representan están muy 

lejos de ser conocida y explorada totalmente. Su papel primario en la 

biosfera reside en su actividad como catalizadores de prácticamente todos 

los procesos de los ciclos biogeoquímicos (e.g., nitrógeno, azufre, oxígeno, 
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y fósforo) (Prosser et al., 2007; Schmidt, 2006). Los microorganismos son 

cosmopolitas, ya que están presentes en casi todos los medio ambientes 

acuáticos y terrestres, así como en medio ambientes extremos con 

condiciones físicas y químicas en donde ninguna otra forma de vida puede 

desarrollarse. Los microorganismos se encuentran asociados con todas las 

especies de plantas y animales estableciendo diversos tipos de 

interacciones ya sea como simbiontes o patógenos. Sin embargo, las 

condiciones particulares de cada medio ambiente, son las que condicionan 

y determinan de manera fundamental esa diversidad, ya que cada 

ecosistema presenta características únicas que son las que permiten 

seleccionar poblaciones de microorganismos diferentes con actividades 

metabólicas específicas, y que a su vez impactan en la distribución 

espacial e interacción entre ellos dentro de ese ecosistema concreto 

(Konopka, 2006; Prosser et al., 2007; Young et al., 2008). 

 

 

I.2.3. Desarrollo de la Ecología Microbiana moderna  

 

El término Ecología fue propuesto por Ernst Haeckel en el año de 

1866 y proviene de la palabra griega “oekologie” que significa “el estudio 

de los hogares en la naturaleza”. Uno de los principales problemas que se 

le atribuye al escaso desarrollo de conocimiento sobre la biodiversidad de 

microorganismos procariotas en el análisis de ecosistemas, ha sido que la 

Ecología Microbiana tradicionalmente se ha  separado conceptualmente de 

la Ecología de organismos  superiores (Torsvik y Ovreas, 2007).  

El concepto de Ecología de comunidades surge del estudio de 

Ecología en plantas y animales, en donde una comunidad esta definida por 

el aglomerado y ensamblaje de múltiples especies en un medio ambiente 

contiguo en el cual los organismos viven juntos e interactuan unos con 

otros. La disciplina de la Ecología Microbiana surge como una rama de la 

Ecología, centrándose en el estudio de las interacciones de los 

microorganismos con los factores bióticos y abióticos del medio ambiente, 
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en el ensamble biológico de esas especies en el ecosistema y su 

estructuración, cuáles son sus interacciones funcionales y como cambia su 

estructura en el espacio y tiempo. (Ducklow, 2007; Röling, 2007). 

La Ecología Microbiana moderna tuvo su origen en los años 1950´s, 

con las investigaciones realizadas por Robert Hungate y colaboradores en 

el análisis de los ecosistemas en el rúmen de bovinos, quienes además 

fueron reconocidos por el desarrollo de las técnicas de cultivo de 

organismos anaeróbicos estrictos. Posteriormente, Kluyver y van Niel, 

realizando investigaciones sobre la actividad hidrolítica de la celulosa por la 

microflora intestinal contenida en escarabajos, termitas y rúmen de bovino, 

incorporan los primeros análisis que incluyen la enumeración de 

organismos en un habitat determinado, la cuantificación de su actividad 

metabólica y la habilidad de adaptarse a los cambios producidos en el 

medio ambiente (Schmidt, 2006).   

En los mismos años (1950´s), se introdujo en la Ecología Microbiana 

la utilización de radioisótopos para medir el porcentaje de los procesos 

biogeoquímicos que ocurren en la naturaleza y el porcentaje de 

crecimiento de las comunidades bacterianas (Schmidt, 2006). 

Posteriormente, tuvo un amplio desarrollo el análisis cuantitativo de los 

procesos biogeoquímicos mediante las técnicas de cultivo puro de 

microorganismos. Sin embargo, estas técnicas fueron consideradas como 

poco efectivas en analizar numéricamente la abundancia de 

microorganismos provenientes del medio ambiente ya que la proporción de 

microorganismos que formaban colonias en medio de cultivo sintético sólo 

representaban una pequeña fracción del total de microorganismos 

presentes en un medio ambiente determinado. Esto fue considerado uno 

de los principales limitantes, convirtiéndose en uno de los retos 

substanciales de estudio en la investigación de esta disciplina para 

determinar con mayor precisión la composición de las comunidades 

microbianas (Ward et al., 1992).  

En años posteriores, se inicia el desarrollo de metodologías cuya 

aplicación no dependían del cultivo de microorganismos en medios 
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sintéticos. En este contexto, aunque Zuckerkandl y Pauling en 1965 fueron 

los que aportaron la estructura conceptual para el análisis filogenético 

molecular de comunidades microbianas, fue Carl Woese, en 1980, quien 

aplicó los métodos de filogenia molecular y demostró que las secuencias 

de pequeñas subunidades ribosomales de la molécula de ARN podían ser 

utilizada para analizar las relaciones filogenéticas de todas la formas de 

vida. Esto es, a partir de ácidos nucleicos obtenidos directamente de un 

medio ambiente natural, la amplificación a partir de éstos de la secuencia 

de genes diana por medio de la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR), la secuenciación de éstos amplicones y la comparación de estas 

secuencias en bases de datos, permitiría no depender del cultivo de 

microorganismos para determinar su presencia en un medio ambiente 

determinado.  

 

 

I.2.4. La biología molecular en el estudio de las comunidades de 

microorganismos                  

 

En los últimos diez años, numerosas investigaciones utilizando las 

técnicas de cultivo independiente que se han citado anteriormente han 

representado un desarrollo importante en el área de la Ecología Microbiana 

repercutiendo en importantes aportaciones en el conocimiento de la 

diversidad filogenética y abundancia relativa de microorganismos 

presentes en diferentes habitats, revelando la extraordinaria y compleja 

riqueza y la gran dinámica de los tipos filogenéticos presentes en muchos 

medio ambientes, descubriéndose así nuevos Phyla que no podrían 

haberse determinado por métodos de cultivo-dependiente (Ley et al., 2006; 

Prosser et al., 2007; Schmidt, 2006; Walker y Pace, 2007).  

Uno de los principales retos de la ecología microbiana moderna es 

profundizar en el conocimiento sobre la estructura y la diversidad de 

poblaciones de microorganismos, la cual comprende dos importantes 

componentes como son la riqueza de taxones y la abundancia relativa de 
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éstos dentro de una comunidad, y mediante este conocimiento entender 

los mecanismos a través del cual las comunidades de microorganismos 

interactúan y determinan el funcionamiento de un ecosistema en particular. 

Un gran impulso al desarrollo de la Ecología Microbiana moderna fue el 

análisis de la secuencia de genes de la región 16S del  ADN ribosómico 

(ADNr) a partir de ADN obtenido directamente de muestras de diversos 

nichos ecológicos, lo cual ha proporcionado un mayor entendimiento de la 

diversidad microbiana global y propiciado que en los últimos años cada vez 

sean más frecuentes las investigaciones que incorporan estas nuevas 

técnicas que permiten detectar y estudiar con mayor precisión la diversidad 

de taxones en un medio ambiente determinado (Sogin et al., 2006; Tringle 

y Hugenholtz, 2008).  

Así, en los últimos 20 años se ha producido un salto metodológico 

importante y, del uso del microscopio y aislamiento tradicional de los 

cultivos de microorganismos en placas de Petri, se ha pasado al análisis 

comparativo de las secuencias de ADN ribosómico (ADNr) amplificadas por 

PCR y a métodos independientes de cultivo basados en éstas secuencias 

(Pace, 1997; Porazinska et al., 2009; Tringe y Hugenholtz, 2008). El uso de 

marcadores genéticos para estudiar la diversidad y estructura de 

comunidades de microorganismos complejas ha resultado ser una 

excelente herramienta en Ecología Microbiana. En la actualidad, diversas 

técnicas de cultivo-independiente (que se describen en el apartado I.3.2. 

con mayor extensión) se han desarrollado y han sido utilizadas en Ecología 

Microbiana para realizar análisis de diversidad de poblaciones de 

microorganismos en la rizosfera y que están permitiendo responder a 

cuestiones básicas como son los patrones de distribución espacial y 

temporal de los microorganismos, su biogeografía y su biodiversidad 

funcional en ecosistemas complejos como el suelo-rizosfera (e.g., 

Barberán y Casamayor 2010; Blouin-Banhead et al., 2004; Galand et al., 

2009; 2010; Hervás et al., 2009; Reche et al., 2009; Sommaruga y 

Casamayor, 2009; Tamames y Moya, 2008; van Elsas et al., 2003).  
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I.3. METODOLOGÍAS PARA EL ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA Y 

DIVERSIDAD DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS ASOCIADAS A 

LAS PLANTAS 

 

En la actualidad se han desarrollado un gran número de metodologías 

que permiten estudiar la estructura y dinámica de las comunidades 

bacterianas en plantas, todas ellas presentan ventajas y limitaciones para 

el óptimo estudio, lo que enfatiza la importancia previa al desarrollo de una 

investigación sobre esta materia, y en función de las metas que se 

pretendan alcanzar, de seleccionar la técnica más apropiada que permita 

un adecuado análisis de la estructura y diversidad de estas comunidades. 

 

 

I.3.1. Metodologías  cultivo-dependiente  

 

Una de las primeras y más comunes metodologías desarrolladas para 

el estudio de las comunidades bacterianas fue el aislamiento directo en 

medios de cultivo artificial. El conteo de bacterias en placas fue uno de los 

primeros métodos clásicos de cultivo-dependiente y de los más 

ampliamente utilizados, basado fundamentalmente en la enumeración de 

bacterias generalmente expresado como unidades formadoras de colonias 

(ufc). Sin embargo, esta metodología como se ha comentado con 

anterioridad presenta algunas limitaciones importantes a considerar; una 

de ellas es que mediante las técnicas de cultivo, el conteo de ufc es muy 

variable y muy dependiente  de las condiciones de incubación, y del medio 

de cultivo. Así, se obtiene un análisis limitado de la diversidad bacteriana 

por los diferentes factores intervinientes entre los que destacan: la 

dificultad de diseñar medios de crecimiento individuales que pretendan 

abarcar la amplia diversidad de todos los grupos de bacterias, de 

reproducir las condiciones metabólicas y de señalización que están 

involucradas en el crecimiento bacteriano, así como la abundancia de 

aislados bacterianos en el medio ambiente que no crecen en medios de 
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cultivo artificiales o que se desconocen sus requerimientos nutricionales 

para poder inducir su crecimiento en medios artificiales. Esto condujo a la 

conclusión de que en diferentes medio ambientes existe una gran 

diferencia entre el número de células viables presentes en una muestra y el 

número de colonias recuperadas en medio de cultivo (Buée et al., 2009., 

Eilers et al., 2000; Felske et al., 1999). Se ha estimado que el 99% de las 

células microbianas presentes en las raíces de las plantas observadas por 

microscopía no son recuperadas por medios de cultivo in vitro. Situación 

conocida como ‘La gran anomalía del cultivo en placa’ (big plate anomaly) 

(Goodman et al., 1998). 

En los últimos años, la intensa investigación desarrollada en el área 

de la Ecología Microbiana ha permitido obtener mejoras substanciales en 

el estudio de las comunidades bacterianas en plantas a través de este 

método, mediante un mejor diseño y uso de técnicas de cultivo 

convencionales empleando medios sintéticos modificados con la 

incorporación de suplementos que permiten una mayor aproximación y 

simulación de las condiciones naturales del medio ambiente en las que se 

desarrollan las comunidades bacterianas (e.g., extractos de suelo, 

nutrientes específicos, compuestos antioxidantes y moléculas de 

señalización). La combinación de estas técnicas ha promovido el desarrollo 

de protocolos más sensibles con un alto rendimiento para el aislamiento, 

crecimiento y cultivo de diferentes microorganismos (Barer y Harwood, 

1999; Bogosian y Bourneuf, 2001; Nybore et al., 2007; van Overbeek et al., 

2004).  

A pesar de las limitaciones que se presentan con el uso de técnicas 

de cultivo dependiente para el análisis de comunidades bacterianas en 

suelo, rizosfera y endosfera de plantas, se han desarrollado métodos muy 

útiles mediante este sistema basados en el análisis del perfil fisiológico a 

nivel de comunidades como el sistema biológico Biolog assay® y sustratos 

enzimáticos como el APY-ZYM®, los cuales han sido y están siendo 

utilizados para caracterizar la diversidad microbiana basándose en los 

patrones de asimilación de substratos o actividades metabólicas (Garland y 
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Mills, 1991); métodos de conteo de placa mediante el uso de medios de 

cultivo diseñados para poblaciones con un determinado perfil metabólico 

como las bacterias heterótrofas de lento crecimiento y oligotróficas, a 

través de la utilización de medios con baja concentración nutritiva (e.g., 

medio R2A); medios semiselectivos para poblaciones de bacterias 

específicas (e.g., 1/3 Medio B de King (KMB) suplementado con 

antibióticos para poblaciones de Pseudomonas fluorescentes) y 

poblaciones totales heterótrofas (e.g., 1/10 caldo de triptona-soja (TSB) 

suplementado con antibióticos) (Landa et al., 2006). Todas estas técnicas 

proporcionan información muy valiosa de los niveles de población y 

capacidad funcional de la rizosfera, las cuales pueden ser utilizadas para 

detectar diferencias cualitativas y cuantitativas en las comunidades 

microbianas cultivables de diferentes plantas en relación al efecto de 

factores bióticos y abióticos (Grayston, 1998; Landa et al., 2006).  

 

 

I.3.2. Metodologías cultivo-independiente  

 

En la actualidad, la aplicación de técnicas basadas en el análisis de 

ácidos nucleicos (ADN o ARN) extraídos directamente de muestras del 

medio ambiente suelo, rizosfera y endosfera, ha tenido un amplio 

desarrollo y se han considerado como parte esencial en el estudio de la 

diversidad de las comunidades bacterianas en plantas, ya que su 

utilización no depende del uso de medios de cultivo y por lo tanto excluye 

las limitaciones propias de las técnicas de cultivo-dependiente 

mencionadas anteriormente. La gran mayoría de estos métodos se 

fundamentan en 3 importantes etapas metodológicas, las cuales consisten 

principalmente en: i) una etapa inicial de extracción de ADN de la muestra 

del medio ambiente en estudio lo suficientemente representativa y de alta 

calidad para PCR; ii) una amplificación mediante PCR de los fragmentos 

diana del ADN genómico de relevancia taxonómica (e.g., 16S ADNr, gyrB) 

o funcional (genes de nitrificación etc.); y iii) la comparación de los 
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fragmentos obtenidos basados en su tamaño y/o secuencia. La utilización 

de estas técnicas ha permitido en muchos casos revelar y contestar 

muchos de los interrogantes sobre la riqueza, abundancia y función de las 

comunidades bacterianas asociadas a las plantas (Buée et al., 2009). 

Mediante esta herramienta se han podido identificar nuevas unidades  

taxonómicas operacionales (OTUs), o que anteriormente se desconocía 

que formasen parte de la estructura de las comunidades bacterianas que 

colonizan la rizosfera, endosfera y suelo. La exploración de estos nuevos 

grupos, y el poder dilucidar el papel que desempeñan en la interacción con 

las plantas, está abriendo una nueva era en la investigación de la Ecología 

Microbiana en la rizosfera y endosfera (Buée et al., 2009; Fulthrope et al., 

2008; Kielak et al., 2010).  

Sin embargo, es importante señalar que las técnicas de cultivo-

independiente también presentan diferentes niveles de resolución y otros 

limitantes en su aplicación que repercuten en la precisión de los análisis y 

en las conclusiones del mismo, principalmente durante la extracción del 

ADN y amplificación de los genes diana. El método de extracción debe ser 

apropiado y permitir obtener rendimientos representativos de las 

comunidades bacterianas autóctonas en estudio, así como con la suficiente 

pureza e integridad para su amplificación mediante PCR (Salvaudon y 

Shikoff, 2008). 

Entre las técnicas de cultivo-independiente mas ampliamente 

utilizadas para el análisis de la estructura de las comunidades bacterianas 

en la rizosfera de las plantas, se encuentran aquellas que se fundamentan 

en el uso de perfiles o ‘huellas’ moleculares (fingerprinting) tales como: 

electroforesis en gel con gradiente de desnaturalización [denaturing and 

temperature gradient gel electrophoresis (DGGE)], electroforesis en gel con 

gradiente de temperatura [temperature gradient gel electrophoresis 

(TGGE)], análisis de polimorfismos conformacionales de cadena simple 

[single-strand conformation polymorphisms (SSCP)], reacción en cadena 

de la polimerasa de la hetereogeneidad de longitud del fragmento [length 

heterogeneity-PCR (LH-PCR)], polimorfismos de la longitud de los 
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fragmentos terminales de restricción [fluorescent terminal-restriction 

fragment length polymorphism (FT-RFLP)], análisis automatizado del 

espacio intergénico ribosomal [automated rRNA intergenic spacer analysis 

(ARISA)] y librerías genéticas de clones de fragmentos amplificados de la 

región 16S ARNr [16S rRNA gene clone libraries] entre otras (Marzorati et 

al., 2008; Oros-Sichler et al., 2007; Ranjard et al., 2000). Estas técnicas 

proporcionan una visión general de los miembros más abundantes en cada 

muestra visualizada mediante patrones de bandas o picos de diversa 

intensidad.  

Entre todas éstas, la técnica FT-RFLP ha demostrado ser uno de los 

métodos que reflejan con mayor precisión la estructura y composición de 

comunidades bacterianas (Liu et al., 1997). Es un método ampliamente 

utilizado en el análisis comparativo de comunidades microbianas, ya que 

se considera rápido, altamente reproducible y que revela un alto número de 

OTUs mayor que otros métodos moleculares (Fig. 5), aportando 

información significativa para el estudio de la estructura y dinámica de 

poblaciones en diversos medio ambientes (Thies, 2007). 

 

 
 Figura I.5. Metodología cultivo-independiente FT-RFLP en el análisis de comunidades bacterianas  
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Otras técnicas utilizadas en el estudio de las comunidades 

bacterianas están basadas en métodos como la PCR cuantitativa en 

tiempo real (qPCR) o la microscopía electrónica utilizando la proteína verde 

fluorescente o derivados de ésta como marcador. Ambas son herramientas 

muy útiles para estudiar la interacción planta-microorganismo y para 

detectar y enumerar microorganismos en tiempo real in situ sobre y dentro 

de los tejidos de las plantas (Larrainzar et al., 2005). Otras técnicas están 

basadas en métodos de detección y/o cuantificación del contenido de 

ácidos grasos en la membrana microbiana la cual es específica para cada 

uno de los diferentes grupos taxonómicos bacterianos (e.g., phospholipid 

fatty acid analysis y fatty acid metil ester analysis [FAME]).  

Por otro lado, en los últimos años gracias a los nuevos métodos de 

genómica, proteómica y bioinformática, y la inclusión en las bases de datos 

de un gran número de secuencias de ADNr de distintos organismos en 

proyectos de ‘barcoding’, ha permitido que la información sobre la 

biodiversidad del suelo se haya visto incrementada exponencialmente 

hasta niveles difíciles de imaginar tan sólo hace unos años. En este 

sentido, una perspectiva relativamente nueva la constituyen los estudios 

basados en metagenómica, también llamada de comunidades genómicas, 

cuyo propósito es el estudio y análisis colectivo de genomas de 

comunidades microbianas, en lugar de las especies individuales presentes 

en ecosistemas complejos. Así, el metagenoma del suelo se define como 

el estudio, exploración y análisis funcional de los genomas colectivos 

presentes en una muestra de suelo (Riesenfeld et al., 2004; van Elsas et 

al., 2008). El metagenoma microbiano es la mayor reserva de genes en el 

ecosistema suelo y es esencial para el mantenimiento de los ciclos 

biológicos y procesos funcionales que tiene lugar en él. Este método 

permite el estudio y explotación de la diversidad metabólica y taxonómica 

de comunidades microbianas a un nivel de ecosistema (Simon y Rolf, 

2009) y ha sido validado para la identificación de novedosos genes que 

codifican para la degradación de enzimas, resistencia a antibióticos 

(Riesenfeld et al., 2004) y producción de éstos (Wang et al., 2000).  
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Uno de los últimos avances tecnológicos en la metagenómica es la 

técnica de Pirosecuenciación 454 (Ronaghi et al., 1996) la cual puede y 

debe abrir un nuevo campo de perspectivas en el estudio y avance en 

conocimiento del ecosistema rizosférico, así como de las interacciones 

planta-patógeno-microbiota rizosférica. Esta técnica, ha permitido 

comprobar que la diversidad de comunidades microbianas es varios 

órdenes de magnitud superior a la estimada previamente, así como 

identificar nuevos taxa de microorganismos no cultivables en ecosistemas 

complejos como aguas de océanos profundos, entre otros (e.g., Galand et 

al., 2010; López-Bueno et al., 2009; Pignatelli et al., 2009; Tamames y 

Moya, 2008; Tamames et al., 2010) y determinar patrones ecológicos 

globales a partir de datos genéticos masivos (Barberán y Casamayor, 

2010).  

La aplicación de metagenómica en Ecología Microbiana de suelos es 

muy reciente (e.g., Búee et al., 2009; Jones et al., 2009; Lauber et al., 

2009; Roesch et al., 2007b). Los estudios fundamentalmente han 

consistido en el escrutinio e identificación de las comunidades bacterianas 

y de hongos presentes en suelos naturales, forestales, agrícolas, 

supresivos a enfermedades causadas por patógenos que residen en el 

suelo (Boonham et al., 2008; Van Elsas et al., 2008) y en el efecto que 

factores físicoquímicos (pH), de manejo del suelo o presencia de 

contaminantes pueden tener en la estructura y diversidad de dichas 

comunidades (Acosta-Martínez et al., 2008; Búee et al., 2009; Jones et al., 

2009; Lauber et al., 2009; Roesch et al., 2007b; van Elsas et al., 2008).  

La precisión de los análisis de la diversidad de comunidades 

bacterianas en la rizosfera mediante las técnicas cultivo-independiente ha 

permitido encontrar taxones bacterianos definidos que pueden estar 

comúnmente asociados a la rizosfera de las plantas o totalmente ausentes 

bajo muchas condiciones. Esto ha contribuido a entender las diferencias 

existentes entre el suelo circundante, la rizosfera y la dinámica de los 

diversos procesos que se llevan a cabo en ella, además de inferir que la 

predominancia de ciertos grupos está relacionada con la importancia que 
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pudieran tener en la estructura funcional de la rizosfera (Ahn et al., 2006; 

Brons y van Elsas, 2008).  

En la actualidad, se ha considerado que es esencial utilizar un análisis 

polifásico, el cual integra estudios basados tanto en metodologías cultivo-

dependientes como cultivo-independientes. Este análisis aborda diferentes 

aspectos de la diversidad microbiana que conduce a  una evaluación  más 

completa de la estructura y diversidad de las comunidades bacterianas que 

interactúan con las plantas en la rizosfera, obteniendo una mejor 

comprensión del funcionamiento de este ecosistema (Salvaudon et al., 

2008; Torsvik y Orveas, 2007). 

 

 

I.4. ESTUDIO DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS EN LA 

RIZOSFERA Y ENDOSFERA DEL SISTEMA RADICAL DE LAS 

PLANTAS 

 

I.4.1. Diversidad e importancia de las bacterias en la biosfera 

 

Dentro de la amplia diversidad génética que presentan los 

microorganismos en diferentes medio ambientes, las bacterias conforman 

una gran fracción de esta diversidad constituyendo uno de los tres 

dominios en el árbol filogenético de la vida (Archaea, Bacteria y Eucaria) 

(Torsvik y Orveas, 2007; Woese, 1994). Las bacterias, como grupo, tienen 

una larga historia evolutiva, la cual les ha conferido la capacidad de habitar 

la mayor parte de los nichos ecológicos existentes, representando la mayor 

porción de biomasa sobre la tierra y consecuentemente convirtiéndose en 

componentes importantes en muchos procesos esenciales para la vida, 

como es el caso de los ciclos del azufre, carbono y nitrógeno. 

La diversidad genética bacteriana se considera que no es estática, 

sino altamente dinámica, representada por la amplia complejidad a nivel de 

especie e intraespecífica de sus componentes, lo cual aunado a un ciclo de 

vida corto y alto porcentaje de multiplicación celular, les confiere una alta y 

 31



Capítulo I                                                                                                                                                  .                                            

rápida capacidad de adaptación y respuesta a cambios ocurridos en el 

medio ambiente (Abby y Daubin., 2007; Coenye et al., 2005; Gans et al., 

2005; Konstantinidis et al., 2006; Roesch et al., 2007a). En el medio 

ambiente, las bacterias se encuentran asociadas con otras poblaciones 

bacterianas de diferentes especies formando comunidades, que colonizan 

todo tipo de medio ambientes tanto terrestres, acuáticos, animales como 

plantas (Andreote et al., 2009). 

 

 

I.4.2. Interacción planta – bacteria en la estructura y dinámica de 

las comunidades bacterianas en el sistema radical de las plantas 

 

Las plantas proporcionan un medio ambiente específico y altamente 

dinámico para una amplia diversidad de comunidades microbianas que 

habitan naturalmente en el suelo. Estas comunidades han evolucionado a 

través del tiempo desarrollando una amplia gama de estrategias en 

diferentes grados y niveles de especialización que les permiten interactuar 

con las plantas de forma benéfica, neutral o dañina, y ésto ocupando 

diferentes nichos, ya sea colonizando el suelo influenciado por la raíz 

(rizosfera) o penetrando al interior de la planta colonizando los espacios 

intercelulares o tejidos vasculares (endosfera) (Haichar et al., 2008).  

Los resultados de numerosas investigaciones han demostrado que la 

composición de las comunidades microbianas asociadas a las plantas es 

altamente específica y que las interacciones que ocurren son el resultado 

de un reconocimiento recíproco entre ambos organismos. 

Consecuentemente, esta composición específica cumple un papel 

importante en el funcionamiento integral de procesos biológicos esenciales 

en el desarrollo y en la sanidad de las plantas (Andreote et al., 2009; 

Compant et al., 2009; Sorensen y Sessich, 2007). 

La microflora del suelo representa la fuente primaria de las bacterias 

asociadas a las plantas y por lo tanto determinan en gran medida la 

estructura de las comunidades que alberga. Sin embargo, uno de los 
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factores en los cuales se fundamenta que la interacción entre las 

comunidades bacterianas y las plantas es altamente específica, son los 

exudados y depósitos de la raíz de las plantas (rizodeposición) como se 

expondrá en el siguiente apartado. Así, la relación específica y variación 

estructural de las comunidades bacterianas está determinada por la 

especie de la planta, estado de crecimiento, y otros factores bióticos y 

abióticos, permitiendo establecer diferencias en las poblaciones 

microbianas que colonizan una especie de planta en particular (Haichar et 

al., 2008; Sorensen y Sessich, 2007). 

 La rizosfera ha sido definida como la zona de transición o el 

compartimento del suelo que esta influenciado por la raíz de las plantas a 

través de los compuestos orgánicos y substratos liberados en forma de 

exudados por la raíz  (Sorensen y Sessich, 2007). El micro ambiente que 

se forma en la rizosfera estimula la interacción planta-microorganismo con 

un alto grado de especificidad permitiendo la colonización y multiplicación 

de estos microorganismos en la rizosfera de las plantas.  

Existen varias especies bacterianas que no solamente son capaces 

de colonizar la rizosfera de las plantas, sino que también pueden entrar y 

colonizar el tejido interno de las mismas (endosfera). El conocimiento de 

los microorganismos endofitos de las plantas se originó en las primeras 

investigaciones llevadas a cabo por Victor Galippe en 1887, quien postuló 

que ciertos microorganismos del suelo, mediante un proceso selectivo 

específico, podían penetrar el tejido de las plantas. Durante mucho tiempo 

el término endofito fue utilizado para referirse principalmente a hongos 

cuyo ciclo de vida lo llevaban a cabo dentro de los tejidos de las plantas. 

Posteriormente, el término fue definido de forma más precisa incluyendo 

hongos y bacterias, ya que las bacterias endofitas han sido habitualmente 

encontradas colonizando los tejidos internos de las plantas huésped 

estudiadas, estableciendo un amplio rango de diferentes interacciones 

incluyendo simbiosis, mutualismo, comensalismo o incluso parasitismo 

(Ryan et al., 2008).  
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En la disciplina de la Agronomía, este concepto ha sido 

posteriormente ampliado y adecuado para que la definición incluya a todas 

aquellas bacterias que puedan ser aisladas de tejidos o de órganos de las 

plantas que han sido esterilizados superficialmente y cuya presencia no 

manifiesta un daño visible a la planta huésped (Hallmann et al., 1997; 

Hardoim et al., 2008). 

La mayoría de los endofitos tiene su origen en la rizosfera, sin 

embargo algunos pueden ser transmitidos a través de semilla, material de 

propagación vegetativa, o provenir de la filosfera. Una de las evidencias 

que sustentan que la rizosfera es la fuente más importante de las bacterias 

endofitas es que una parte de sus poblaciones son similares en ambos 

nichos ecológicos (Ryan et al., 2009). La secuencia de eventos en la 

colonización de los tejidos internos de la planta por endofitos es similar, al 

menos en las primeras fases, a la ocurrida con las bacterias de la rizosfera 

que colonizan las raíces de las plantas. Sin embargo, se asume que las 

plantas pueden funcionar como verdaderos filtros de las bacterias de la 

rizosfera, seleccionando aquellas poblaciones que son exitosamente 

competitivas como endofitos, y que están constituidas por miembros 

especializados de esos grupos de bacterias, cuyo ciclo de vida y función 

biológica dentro del tejido, se considera una forma de vida evolucionada de 

estas bacterias de la rizosfera.  

Existe evidencia en la literatura de que durante este proceso de 

selección se llevan a cabo interacciones planta-microorganismo 

ecológicamente relevantes para ambas especies (Sorensen y Sessitch, 

2007). Otras investigaciones han indicado que miembros del mismo género 

y especie de bacterias pueden ser encontrados en comunidades de la 

rizosfera  y en comunidades endofíticas de la misma planta. Sin embargo, 

cada una de ellas contiene distintas subpoblaciones las cuales están 

seleccionadas y situadas para colonizar su respectivo nicho. El medio 

ambiente (principalmente del suelo) y factores genéticos (genotipo, estado 

de crecimiento y fisiológico de la planta, tipo de tejido, prácticas agrícolas, 

y exudados de la raíz) (van Overbeek y van Elsas, 2008) tienen influencia y 
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determinan significativamente la colonización endofítica de la raíz por 

bacterias (Bacilio-Jimenez et al., 2003). 

 

 

I.4.3. Importancia de los exudados del sistema radical como 

nicho ecológico de las comunidades bacterianas 

 

Los exudados de las raíces representan la mayor fuente de carbono y 

energía para el crecimiento de las bacterias que colonizan la rizosfera y a 

su vez influenciarán en las poblaciones existentes en la endosfera. La 

cantidad, tipo y distribución de los diferentes compuestos de carbono 

secretados es lo que forma, sostiene y regula la estructura y dinámica 

poblacional de ésta, proporcionando un nicho ecológico altamente 

especializado para el crecimiento microbiano, permitiendo la competencia 

entre ellos por los nutrientes y consecuentemente llevándose a cabo una 

selección altamente específica por las plantas (Bais et al., 2006).  

Los componentes solubles de los exudados radicales más 

abundantes incluyen una gran variedad de compuestos monoméricos 

como azúcares, aminoácidos y ácidos grasos, así como ácidos carboxílicos 

(cutrato, malato, succinato y oxalato). Otros compuestos asociados a la 

rizodeposición son fenoles y sideróforos que facilitan la movilización y 

adquisición de minerales insolubles e iones inorgánicos que alteran las 

condiciones químicas y biológicas del micro ambiente de la raíz. La 

composición y abundancia de los exudados es considerada planta-

específica, variando incluso entre especies estrechamente relacionadas 

genéticamente creciendo bajo las mismas condiciones (Czarnota et al., 

2003; Fan et al., 2001; Warembourg et al.,  2003), entre cultivares, estado 

de desarrollo de la planta, parámetros del suelo como pH, textura, 

disponibilidad o limitación de nutrientes, cambios espaciales, temporales y 

fisiológicos de la raíz (Haichar et al., 2008; Sorensen y Sessich, 2007), así 

como a la exposición e infección por organismos fitopatógenos (Sorensen y 

Sessich, 2007), reflejando todo ello la evolución y/o adaptación fisiológica 
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específica a las condiciones particulares del suelo como habitat (Hartmann 

et al., 2009).  

 El proceso de flujo, movimiento y distribución de exudados en las 

raíces es conocido como rizodeposición y puede representar entre el 10 y 

40% de los fotosintatos producidos por la planta (Sorensen y Sessich, 

2007).  Ésta interacción está considerada de acontecer en ambos sentidos, 

ya que mientras la actividad microbiana se incrementa en la rizosfera, los 

microorganismos pueden estimular la rizodeposición e incrementar la 

disponibilidad de exudados para su crecimiento (Compant et al., 2009; 

Hartmann et al., 2009; Kuzyakov et al., 2003; Micallef et al., 2009). Por lo 

tanto, se asume que diferentes suelos contienen diferente estructura y 

abundancia de microflora, y a partir de esa diversidad microbiana, las 

plantas a través de los exudados, seleccionan subpoblaciones bacterianas 

específicas para una función definida, los cuales colonizan posteriormente 

la rizosfera o la endosfera.  

 

 

I.4.4. Diversidad estructural y funcional de las comunidades 

bacterianas en la rizosfera y endosfera    

                                                   

Las comunidades bacterianas que colonizan la rizosfera y la 

endosfera son de gran importancia ya que cumplen una amplia gama de 

funciones, muchas de las cuales, en la actualidad, aún están poco 

exploradas. Las diversas investigaciones llevadas a cabo en el sistema 

radical de las plantas han demostrado que ésta como nicho ecológico, 

alberga poblaciones bacterianas con una diversidad funcional enorme que 

pueden actuar como saprófitas, benéficas, así como patógenas (Buée et 

al., 2009; Hartmann et al., 2008; Salvaudon et al., 2008; Sorensen y 

Sessich, 2007). Así ha sido argumentado que grupos de microorganismos 

específicos que colonizan la rizosfera y la endosfera de la planta producen 

y secretan fitohormonas, como auxinas y ácido-3-indolacético (AIA) 

(fitoestimuladores) que estimulan y modulan el crecimiento de las plantas 
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(e.g., especies de Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia 

Corynebacterium, Enterobacter, Micrococcus, Microbacterium, 

Pseudomonas,  Rhodococcus, Mycobacterium, Streptomyces) y que 

además tienen una participación activa en la degradación de compuestos 

tóxicos y contaminantes en el suelo y raíz de las plantas 

(rizoremediadores) (Bais et al., 2006; Francis et al., 2010; Haichar et al., 

2008; Hallmann et al., 1997; Kamilova et al., 2008; Lodewyckx et al., 2000; 

Long et al., 2010;  Lugtenmberg y Kamilova, 2009; Sun et al., 2008).   

Dentro de las funciones concretas de las comunidades bacterianas de 

la rizosfera se encuentran las que intervienen de forma activa en el 

desarrollo de los ciclos de nutrientes de la planta como el ciclo del 

nitrógeno por mineralización, nitrificación y desnitrificación, asimilación de 

fósforo, etc. (Zhang et al., 2009), incrementan la solubilidad y disponibilidad 

de otros nutrientes minerales, además de desempeñar un papel importante 

en el decremento en la toxicidad del suelo (bioremedación) por metales 

pesados tales como mercurio (Hg), plomo (Pb), cadmio (Cd), cromo (Cr), 

cobre (Cu), níquel (Ni) zinc (Zn) y compuestos halogenados (Francis et al., 

2010).  

Al igual que las bacterias de la rizosfera, las poblaciones endofitas 

contienen representantes microbianos que se caracterizan por la 

producción de un amplio rango de substancias con potencial uso en la 

agricultura, medicina e industria (Compant et al., 2005; Compant et al., 

2009; Ryan et al., 2008; Sorensen y Sessitch, 2007). Estas bacterias 

promueven el crecimiento de las plantas por mecanismos muy similares a 

las de la rizosfera y que incluyen solubilización de fosfatos, producción de 

ácido indolacético, y producción de sideróforos entre otros. Otros efectos 

beneficiosos para la planta que han sido atribuidos concretamente a la 

actividad de los endofitos tiene que ver con regulación osmótica, y 

modificación morfológica de la raíz (Ryan et al., 2008). 

En los últimos años, otras líneas de investigación han enfocado sus 

estudios en el potencial de las comunidades microbianas de la rizosfera y 

la endosfera de diversas especies de plantas como productoras de 
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substancias con perspectivas de utilización en la industria, medicina y 

agricultura (Compant et al., 2005, 2009; Ryan et al., 2008; Sorensen y 

Sessitch, 2007). Por otro lado, ha sido demostrado como estas poblaciones 

bacterianas forman parte y llevan a cabo procesos esenciales relacionados 

con la patogénesis y defensa de la planta, mediante señalizaciones 

moleculares que inducen la producción de antibióticos y otros metabolitos 

esenciales para desencadenar mecanismos de defensa en el tejido de la 

planta y supresión de patógenos del suelo (Kent y Triplett, 2002).  

El resultado de numerosas investigaciones sobre la estructura de las 

comunidades bacterianas del sistema radical revelan que existen grandes 

diferencias en la diversidad y abundancia de grupos y especies bacterianas 

predominantes según la especie de planta en estudio (e.g., Chelius y 

Triplett, 2001; Filion et al., 2004; Green et al., 2006; Mariley y Aragno, 

1999; Singh et al., 2007). Sin embargo, diversos estudios han argumentado 

que las bacterias encontradas en la rizosfera de diferentes especies de 

plantas son predominantemente miembros de los grupos α y β 

protoeobacteria, principalmente familia rhizobiaceae, y miembros del 

complejo de especies de Burkholderia spp., Pseudomonas spp. y Bacillus 

spp., así como Actinobacteria (e.g., Chelius y Triplett, 2001; Coenye et al., 

2001; Green et al., 2006; Jacobs et al., 2008; Kaiser et al., 2001; Marilley y 

Aragno, 1999; Schallmach et al., 2000; Singh et al., 2007).  

Finalmente, hay que tener en cuenta que las comunidades 

bacterianas en el sistema radical no son estáticas, sino altamente 

dinámicas, presentando fluctuaciones en el tiempo en diferentes zonas de 

la raíz. En los últimos años, se ha determinado la influencia de factores 

tanto bióticos como abióticos en la estructura de las comunidades 

bacterianas (Tabla I.1) demostrándose que la rizosfera es un nicho 

altamente dinámico, donde existen decenas de factores que influencian la 

composición bacteriana de ésta (Buée et al., 2009; Raaijmakers et al., 

2009). En el futuro, uno de los principales retos de la Ecología Microbiana 

de la rizosfera radicará en poder manejar estos factores a favor del 

desarrollo de una(s) comunidad(es) bacteriana(s) concreta(s). 
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Tabla I.1. Influencia de factores bióticos y abióticos en las comunidades microbianas de la rizosfera y 

endosfera de las plantas 

 

Factores  Referencia 

Bióticos  

 
Especie de planta 

Appuhn y Jorgensen, (2006), de la Fuente et al. (2006); 
Grayston (1998), Mazzola et al. (2004), Miethling et al. 
(2000),  Smalla et al. (2001), Weisskopf et al. (2008) 

Genotipo y/o cultivar  Jamalil et al. (2009), Knauth (2005), Landa et al. (2002); 
2006), Mazzola y Gu (2002), Meredith et al. (2009),  Van 
Overbeek y van Elsas (2008) 

Ecotipos Meredith et al. (2009), Micallef et al. (2009) 

Plantas transgénicas Becker et al. (2008), Filion (2008), Oger et al. (2000), 
Rasche et al. (2006), Raubuch et al. (2007) 

Etapa de desarrollo de la planta Gomes et al. (2001), Herschkovitz et al. (2005) 

Patrones porta injerto Rumberger et al. (2004; 2007) 

Secreción de exudados radicales Broeckling et al. (2008),  Mazzola (2004), Meredith (2009), 
Micallef et al. (2009), Rudrappa (2008a) 

Compuestos biocidas exudados 
por la raíz 

Rumberger y Marschner (2003)  

Arquitectura de la raíz Cardon y Gage (2006), Hawes et al. (2000; 2003), Loudet et 
al. (2005), Meredith et al. (2009), Vicre et al. (2005). 

Rotación de cultivos Alvey et al. (2003), Lupwayi et al. (1998) 

Co-inoculación con agentes de 
biocontrol 

Jamali et al. (2009) 

Infecciones de la planta por 
patógenos 

Rudrappa et al. (2008b), Rumberger et al. (2007) 

Plantas leñosas y herbáceas DeLong et al. (2002), Marschner et al. (2001), Rumberger et 
al. (2004)  

Abióticos  

 
Tipo de suelo 

 
Buyer et al. (1999),   Marschner et al. (2001), Ridder-Duine 
et al. (2005) Singh et al. (2007) 

Laboreo,  
barbecho del suelo  

Höflich et al. (1999), Lupwayi et al. (1998)  

Estación del año Smalla et al. (2001)  

Enmiendas orgánicas (compost) Inbar et al. (2005) 

Riego con aguas residuales Oved et al. (2001) 

Características físco-químicas 
del suelo 

Garveba et al. (2004a) 

Uso del suelo Dilly et al. (2003); Grayston et al. (2004), Kuske et al. (2002) 

Sistemas de manejo agrícola Araújo et al. (2007), Esperschütz et al. (2007), Flieβbach et 
al. (2007), Höflich et al. (1999), Wu et al. (2008) 

Adaptado de Buée et al. (2009).  

 39



Capítulo I                                                                                                                                                  .                                            

I.4.5. Perspectivas y direcciones futuras de la Ecología 

Microbiana del sistema radical de las plantas 

 

Durante los últimos 30 años en el área de la Ecología Microbiana se 

ha generado un tremendo progreso en entender el proceso de colonización 

de raíces por las comunidades de microorganismos residentes en el suelo, 

así como en caracterizar los factores bióticos y abióticos que afectan dicha 

colonización, y la complejidad de interacciones que ocurren en ese medio 

ambiente. Sin embargo, muchas líneas de investigación deberán continuar 

generando información y otras nuevas tendrán que desarrollarse aún para 

contestar a muchos interrogantes sobre la interacción planta-

microorganismo en la rizosfera.  

Así, se han propuesto un gran número de líneas de investigación para 

poder profundizar y entender los principios que rigen o delinean la 

estructura de las comunidades bacterianas en el suelo y en la rizosfera. 

Estas líneas sugieren la necesidad de generar mayor información sobre la 

respuesta específica de la interacción planta-microorganismo a cambios 

del medio ambiente; profundizar en el estudio del papel de la biodiversidad 

de especies y/o cultivares de la planta huésped como reservorio de 

especies microbianas con potencial en la agricultura, industria farmacéutica 

y alimenticia; el estudio del proceso de colonización de las bacterias 

estimuladas por exudados específicos de las raíces de las plantas, así 

como los mecanismos por los cuales ciertas bacterias son capaces de 

regular el metabolismo de la planta en su beneficio.  

Dentro de este contexto, el desarrollo de nuevas técnicas de cultivo-

independiente podrían en el futuro revelar más información sobre los 

microorganismos que aun no se han podido cultivar en el laboratorio. El 

análisis de genomas de microorganimos ya secuenciados o en proceso, la 

caracterización de genes aún desconocidos y la identificación de genes 

expresados durante la colonización ayudaría a un mejor entendimiento 

sobre el proceso de colonización per se y sobre la interacción de los 

microorganismos beneficiosos con los patógenos de plantas en el medio 
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ambiente de la rizosfera. Además, la disponibilidad de la secuencia 

completa del genoma de bacterias de la rizosfera y endosfera, es 

considerada un aspecto clave para identificar los genes que manejan la 

colonización y establecimiento de las interacciones microorganismo-planta. 

En este sentido existen varios Proyectos en los que se está secuenciando 

el genoma completo de varias rizobacterias que se han demostrado 

efectivas como agentes de control de enfermedades (D.M. Weller, 

comunicación personal). Paralelamente, una prometedora área de 

investigación es el desarrollo de rizobacterias y endofitos que puedan 

promover la producción sostenible de biomasa y energía y estrategias de 

fitoremediación de la contaminación de suelos. Finalmente, el principal reto 

de la Ecología Microbiana será el integrar todo el conocimiento y enfocarlo 

al manejo de los recursos microbianos a un nivel de comunidades globales, 

cuyo objetivo principal es manejar apropiadamente los complejos 

ecosistemas microbianos. 

 

 

I.5. CONTROL DE ENFERMEDADES Y ECOLOGÍA MICROBIANA 

 

I.5.1. Control de enfermedades de las plantas 

 

Las plagas, los patógenos y las malas hierbas causan la pérdida de 

más del 40 % del suministro mundial de alimentos (Oerke y Dehne, 2004) y 

concretamente, las enfermedades de las plantas son responsables de una 

pérdida media anual de cosecha del 12,6% de la cosecha alcanzable y 

13,3% del valor monetario de ésta, a la cual debe sumarse un 10% de 

pérdida postcosecha; y todo ello a pesar de que en los cultivos evaluados 

se habían llevado a cabo prácticas de control frente a dichas 

enfermedades (Oerke y Dehne, 2004). 

 La aparición de las enfermedades en las plantas, son consecuencia 

de procesos interactivos complejos entre un agente causal primario (el 

patógeno) y una planta susceptible en el marco de un ambiente adecuado. 
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Las enfermedades son un componente importante de la producción 

agrícola porque tienen la capacidad de reducir significativamente (e.g., son 

Factores Reductores) el rendimiento potencial de los cultivos, o el 

rendimiento que puede alcanzarse cuando los cultivos se desarrollan en 

condiciones de disponibilidad subóptima de algunos Factores limitantes del 

crecimiento vegetal (e.g., agua, nutrientes, etc.). En términos generales, la 

magnitud de dicha reducción es determinada tanto por la naturaleza y 

etiología de la enfermedad como por la fisiología y ecología del cultivo en 

cuestión, el potencial genético de la variedad, etc. entre otros. (Jiménez-

Díaz et al, 1998; Rabbinge, 1993). Las estrategias de manejo de las 

enfermedades en todo el mundo están fundamentadas principalmente en el 

uso de resistencia genética en las plantas y la aplicación de materias 

químicas activas contra los patógenos; sin embargo, el gran limitante es 

que no existen fuentes de resistencia contra todas las enfermedades en 

plantas, además de que los programas de mejora genética para la 

búsqueda de resistencia conllevan períodos largos de investigación. 

Adicionalmente, el uso de formulaciones químicas en la agricultura cada 

vez está más restringido por la continua legislación que prohíbe su uso en 

muchos países, en la actualidad, por el impacto negativo en el medio 

ambiente y por la poca aceptación de los consumidores en los mercados 

comerciales. 

Estas circunstancias han propiciado la necesidad de buscar 

alternativas de manejo para el control de enfermedades. Es por esta razón 

que en los últimos años, las comunidades bacterianas han sido motivo de 

intensa investigación en el área de la agronomía, ya que pueden constituir 

una alternativa de control de enfermedades en los sistemas de manejo 

como fuente de ACBs de agentes fitopatógenos basados en su potencial 

para desarrollar e inducir diferentes mecanismos de control de 

enfermedades y que directa o indirectamente promuevan la sanidad y 

crecimiento de las plantas sin causar efectos negativos en el medio 

ambiente.  
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I.5.2. Definición de Control Biológico 

 

En 1974, Baker y Cook definieron el control biológico como "la 

reducción de la densidad de inóculo o de las actividades productoras de 

enfermedad de un patógeno o parásito en su estado de actividad o 

dormancia, mediante uno o más organismos, y lograda de forma natural 

mediante la manipulación del ambiente, el huésped, el antagonista, o por la 

introducción masiva de uno o más antagonistas". Esta definición fue 

posteriormente abreviada como: "Control Biológico es la reducción de la 

cantidad de inóculo o de la actividad productora de enfermedad de un 

patógeno llevada a cabo por uno o más organismos diferentes al hombre" 

(Cook y Baker, 1983). La "actividad productora de enfermedad" incluye el 

crecimiento, infectividad, agresividad, virulencia, y otras características del 

patógeno, o de los procesos que determinan la infección, el desarrollo de 

síntomas y la reproducción.  

El objetivo del control biológico de los patógenos de suelo de las 

plantas es la reducción de la enfermedad. Esto puede conseguirse 

mediante varios métodos (Cook y Baker, 1983): (i) Reducción del potencial 

de inóculo del patógeno a través de la disminución de la viabilidad, 

producción o liberación de propágulos viables, o por la disminución del 

crecimiento del micelio; (ii) Reducción de la infección del huésped por el 

patógeno y; (iii) Reducción de la severidad del ataque por el patógeno. 

El control biológico es la culminación de un complejo de relaciones en 

las que intervienen el patógeno, la planta huésped, el ACB o antagonista y 

el medio ambiente (Weller, 1988). La principal restricción para comprender 

y, por lo tanto, poder utilizar ACBs de forma comercial en el control de 

patógenos de plantas, es la falta de conocimiento de la ecología y fisiología 

de estos sistemas in situ (Edwards et al., 1994). Por este motivo, a la hora 

de estudiar algún sistema en el que opera, o se quiere que opere un 

mecanismo de control biológico, habrá que tener en cuenta todos los 

elementos que intervienen y sus posibles interacciones. Los varios 

componentes que deben ser tenidos en cuenta en cualquier sistema de 
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control biológico de un patógeno de suelo incluyen: los microorganismos 

del suelo, el medio ambiente existente en el suelo, la raíz y la rizosfera, la 

resistencia de la planta al patógeno, los mecanismos de antagonismo, el 

inóculo del patógeno existente en el suelo, y todas las interacciones 

existentes entre el suelo, el patógeno, la planta, y los ACBs (Cook, 1990). 

La potencialidad de los microorganismos para actuar como ACBs, ya 

sean indígenas o introducidos artificialmente, viene determinada por la 

mayor cantidad, crecimiento y actividad metabólica de éstos en la 

proximidad de las zonas de infección radical, a su vez fuertemente influidas 

por la cantidad y calidad de nutrientes orgánicos y minerales liberados por 

la raíz y disponibles en la rizosfera de la planta (efecto rizosférico) (Weller 

et al., 2007). Los agentes de control biológico deben estar adaptados 

ecológicamente a sobrevivir en el ambiente rizosférico donde deben actuar 

y llegar a establecerse en él, colonizando de forma efectiva (alcanzando 

poblaciones suficientemente altas y metabólicamente activas en el tiempo 

para controlar al patógeno diana) los nichos donde deben ejercer su 

acción, compitiendo de forma satisfactoria por los recursos limitantes 

existentes en el suelo y en la rizosfera (Weller et al., 2007). Ello les 

permitirá realizar su función final de suprimir al patógeno diana dentro de 

las condiciones particulares del ecosistema concreto donde se apliquen, 

interaccionando con todos los componentes de éste. 

 

 

I.5.3. Agentes de control biológico (ACBs) en la agricultura actual 

 

Los avances significativos que se han producido durante los últimos 

20 años sobre la caracterización, ecología y modo de acción de una 

diversidad de ACBs, y el énfasis en el uso preferente de estrategias no 

químicas en la lucha contra las enfermedades de los cultivos, puede haber 

favorecido la percepción de que su control biológico es fácil y de eficiencia 

consistente. No obstante, son numerosos los casos que alertan de la falta 

de consistencia y variabilidad en los resultados de control biológico. Esto 
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es debido a la influencia de una variedad de factores que afectan a los 

patosistemas (e.g., densidad del inóculo y virulencia del patógeno, 

genotipo del cultivar, planta huésped, temperatura, etc.) y de las complejas 

interacciones que tienen lugar entre el patógeno, la planta, el ACB y el 

ambiente (Landa et al., 2001).  

Para que el control biológico llegue a ser un componente útil de un 

Sistema de Control Integrado de Enfermedades es necesario superar 

limitaciones en nuestro conocimiento a través de un incremento de la 

investigación en determinadas áreas: (i) El conocimiento exacto de las 

poblaciones del patógeno presentes en el campo (niveles y diversidad 

genética y patogénica), así como los niveles de daño a partir de los cuales 

el patógeno puede causar pérdidas económicas; (ii) El conocimiento más 

completo acerca de parámetros ecológicos importantes para la producción 

del cultivo, la eficiencia y la supervivencia de los ACBs; (iii) La 

identificación, y desarrollo (mediante ingeniería genética) de nuevos ACBs 

para el control de enfermedades de plantas y; (iv) El conocimiento de la 

ecología y biología del ACBs, patógeno y planta huésped que puedan 

ayudar a explotar los puntos de debilidad o de fuerza de estos organismos 

para incrementar el control biológico. Similarmente, el conocimiento de las 

condiciones físicas, biológicas, y ecológicas necesarias para el éxito del 

control biológico permitirían la optimización de estas condiciones para 

obtener los mejores niveles de control (Landa, 1999; Weller, 2007). 

Actualmente, con las nuevas tecnologías moleculares existentes, se 

han podido realizar investigaciones detalladas mediante las cuales se han 

identificado directamente ACBs efectivos contra patógenos diana mediante 

selección asistida, seleccionar cepas con afinidad a un cultivo en particular 

o a cultivares de éste, y desarrollar y/o explotar suelos naturalmente 

supresivos a un patógeno específico, determinar los factores bioticos y 

abióticos que afectan la colonización o eficacia de control biológico, o los 

genes involucrados en la competencia y supresión de los agentes 

fitopatógenos residentes en el suelo (e.g., Landa et al., 2001; 2002; 2003; 

2004; Weller, 2007).  
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Sin embargo, uno de los grandes retos en la actualidad sigue siendo 

el desarrollar la tecnología para la óptima incorporación de estos ACBs en 

el campo en el momento adecuado y de forma duradera, así como poder 

desarrollar nuevas formulaciones comerciales con alta calidad, y viabilidad 

y a un precio asequible para el agricultor. A pesar de que algunos 

productos son prometedores para su aplicación, esta ruta debe ser mucho 

más desarrollada y aplicada en beneficio de una agricultura sostenible. 

Finalmente, el éxito en el uso eficiente de los ACBs aconseja que se 

les conciba como partes integrantes de programas de Manejo Integrado de 

Enfermedades. Esto requiere que se valoren diferentes estrategias para su 

aplicación en razón de la duración temporal del control (e.g., que requieran 

aplicaciones ocasionales; o repetidas como los fungicidas protectores) 

(Cook, 1993); así como que su empleo se acomode a las particularidades 

de cada patosistema y ambiente y su adecuación a la combinación con 

otras medidas de control (Landa et al., 2003; 2004). 

 

 

I.5.4. Mecanismos de control biológico en la rizosfera y endosfera 

de las  plantas 

 

Las rizobacterias son uno de los grupos más importantes entre los 

numerosos microorganismos que pueden actuar como ACBs contra 

hongos fitopatógenos residentes en el suelo. Son competidores muy 

eficaces en el suelo por su capacidad de superar en número y cantidad a 

cualquier otro organismo edáfico, por su habilidad para utilizar diferentes 

formas de nutrientes bajo condiciones diversas, y por su facilidad para 

multiplicarse con rapidez como respuesta a los nutrientes. Respecto a las 

poblaciones endofitas, una de las potenciales ventajas de los aislados 

bacterianos endofitos como ACBs es que los nichos endofíticos ofrecen 

protección del medio ambiente para aquellas bacterias que pueden 

colonizar y establecerse en los tejidos internos de las plantas lo cual 

beneficia el establecimiento y permanencia de los potenciales ACBs. Por 
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otra parte, diversas investigaciones han revelado que las bacterias 

endofitas colonizan nichos ecológicos similares a los de los agentes 

fitopatógenos; esto hace que se consideren como más apropiados para su 

uso en control biológico (Ryan et al., 2008). Así, numerosos estudios han 

demostrado la capacidad de ciertos endofitos para controlar fitopatógenos, 

insectos (Azevedo et al., 2000), y nematodos (Hallmann et al., 1997; 1998).  

El control biológico de un microorganismo puede ejercerse: i) De 

manera directa a través de múltiples mecanismos como la producción de 

compuestos microbianos (antibiosis) que inhiben el crecimiento de otros o 

los mata (Berg, et al., 2005), producción de fitohormonas, exoenzimas, 

competencia por nutrientes (e.g., competencia por iones de hierro por la 

producción de sideróforos), competencia por nichos ecológicos, sitios de 

colonización en los tejidos de plantas, etc., o ya sea por la inhibición de 

factores que promueven la germinación del patógeno y el proceso de 

patogenicidad, y también por interferencia de señalización (interferencia en 

la señal de las moléculas Quorum Sensing de AHLs homoserine lactones) 

(Lugtemberg y Kamilova, 2009) y ii) De manera indirecta mediante la 

inducción de un sistema de respuestas de defensa en la planta conocida 

como Resistencia Sistémica Inducida (ISR, siglas en inglés), y/o promoción 

del crecimiento en las plantas. Estas últimas relacionadas principalmente a 

un grupo de bacterias conocidas como rizobacterias promotoras del 

crecimiento (PGPR). Sin embargo se considera que, en la mayoría de los 

casos, la exitosa supresión de una enfermedad resulta de la 

implementación simultanea de múltiples mecanismos por uno o varios 

ACBs (Beattie, 2006, Sorensen y Sessitch, 2007).  

Existen varios metabolitos secundarios producidos por rizobacterias 

que han sido implicados en su capacidad de control biológico. Estos 

metabolitos secundarios le confieren a las rizobacterias una ventaja 

competitiva y selectiva contra otros microorganismos además de contribuir 

a su eficiencia competitiva por la colonización de sitios específicos de la 

raíz, entre los que merecen citarse: 
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Sideróforos: Los microorganismos que producen sideróforos para 

extraer en forma más eficiente los iones de hierro del medio ambiente que 

sus competidores los hace antagonistas de éstos. Muchos aislados de 

Pseudomonas fluorescentes producen sideróforos tales como pyochelina, 

pyoverdina, pseudobactina y ferribactina los cuales han demostrado ser 

altamente eficientes para la adquisición de hierro el cual es un micro 

nutriente esencial para el desarrollo de los microorganismos y como 

consecuencia de esta interacción poder ejercer así su capacidad de control 

biológico contra una amplia gama de patógenos. Otras géneros como 

Serratia contienen especies bacterianas que se caracterizan por producir 

enterobactina y aerobactina, ejerciendo una acción antagonista contra 

importantes patógenos del suelo como Rhizoctonia solani y Sclerotinia 

sclerotiorum (Raaijmakers et al., 1995). 

Exoenzimas líticas y Antibióticos: Pantoea, Pseudomonas, Serratia y 

Burkholderia frecuentemente encontradas colonizando la rizosfera, 

contienen  especies en las que comúnmente su antagonismo está 

asociado a la producción de enzimas que hidrolizan la pared celular como 

quitinasas, β-glucanasas, y celulasas, las cuales pueden antagonizar y 

reducir el crecimiento de los agentes fitopatógenos presentes en la 

rizosfera. Por otra parte, un amplia gama de bacterias, principalmente 

bacterias PGPR secretan antibióticos los cuales son particularmente 

relevantes para la colonización de rizosfera y rizoplano, entre estas 

moléculas destacan: fenazinas, 2-4 diacetifluoroglucinol (DAPG), cianuro 

de hidrógeno (HCN), oomycina A, pioluteorina, pirrolnitrina, thiotropicina, 

tropolone, etc., así como muchas otras como lipopeptidos cíclicos, 

rhamnolípidos, olygomicina A, kanosamine, zwittermicina A y 

xanthobaccina. Recientemente, se han encontrado bacterias que producen 

nuevos compuestos antibióticos como el ácido-D-glucónico y 2-hexyl-5-

propyl-resorcinol y otros compuestos volátiles como el 2,3-butaneidol y 

lipopéptidos biosurfactantes (Compant et al., 2009; Lugtemberg y 

Kamilova, 2009). Algunas bacterias pueden secretar uno o mas de esos 

metabolitos permitiéndole ser mas competitivas con la microflora natural 
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residente en la rizosfera y rizoplano de la planta huésped (Compant et al., 

2009). Por ejemplo, la producción de lipopéptidos cíclicos, como la 

viscosinamida, recientemente ha llamado la atención como agentes 

humectantes para facilitar la colonización en Pseudomonas fluorescens en 

algunos cultivos y su papel en la reducción de la enfermedad (Sorensen y 

Sessitch, 2007). 

Producción de fitohormonas: Muchas especies bacterianas utilizadas 

en el control biológico tienen la capacidad de producir fitohormonas e.g., 

ácido giberélico, citoquininas y ácido indolacético (IAA); esta última es una 

de las más comúnmente asociadas a muchas especies de bacterias de la 

rizosfera y endosfera pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Bacillus, 

Serratia, y Azospirillum. La producción del IAA se activa por mecanismos 

de señalización en los cuales están involucrados los exudados radicales de 

la planta (Sorensen y Sessitch, 2007). 

La competición ocurre cuando dos o más organismos requieren los 

mismos recursos para su actividad, y el uso de éstos por uno de los 

organismos reduce la cantidad disponible para el otro (Campbell, 1989; 

Lewis et al., 1989). Existen varias formas de competición por las que las 

rizobacterias pueden desarrollar su capacidad de control biológico: 

Competición por nutrientes: Ocurre principalmente por nutrientes 

esenciales, como C y N, durante la colonización del tejido. En este lugar de 

colonización, el agente de control biológico puede utilizar un substrato de 

crecimiento esencial más eficientemente que el patógeno lo cual origina 

que este sea desplazado.  

Ellis y colaboradores (2000) demostraron que durante la interacción 

entre Pseudomonas putida y el patógeno del suelo Pythium spp. la 

competición por exudados esenciales en la raíz de guisante, que actuaban 

estimulando la germinación de esporangios del patógeno, resultó en la 

protección de la planta contra ese hongo, confirmando posteriormente que 

el perfil catabólico de P. putida y Pythium son similares.  

Competición por espacio: Se produce cuando un microorganismo 

excluye a otro de la ocupación de una superficie en el microhábitat nicho. 
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Este fenómeno puede ser importante en el caso de patógenos que 

penetran por heridas, o que necesitan determinadas densidades de inóculo 

inicial para iniciar el proceso de penetración. En este caso es de gran 

interés la velocidad de crecimiento de cada componente de la interacción, 

el agente de control biológico y el patógeno (Baker, 1968; Baker y Cook, 

1974). Cuando un agente de control biológico introducido en el suelo o en 

la rizosfera de la planta alcanza niveles de población suficientemente 

grandes y ocupa un nicho ecológico que se solapa o abarca el del 

patógeno diana, esto puede dar lugar a una protección mediante la 

prevención del establecimiento del patógeno sobre la superficie de la raíz 

(Landa et al., 2006; Weller et al., 2007). 

Existen bastantes casos documentados de Resistencia Sistémica 

Inducida (ISR) mediada por rizobacterias: La ISR se ha demostrado actuar 

en la interacción de Pseudomonas aeuroginosa contra Botrytis cinerea y 

Colletotrichum lindemuthianum en judía; Pseudomonas fluorescens en la 

marchitez vascular en clavel; Serratia marcescens en la interacción contra 

Fusarium oxysporum y Erwinia tracheiphila en calabacín (Van Loon et al., 

1998). Para que ocurra la inducción de ISR en la planta, se han encontrado 

involucradas señalizaciones importantes basadas en la producción de 

ciertos lipopolisacáridos y sideróforos en bacterias gram-negativas, y por 

parte de la planta la producción y regulación de bajas concentraciones de 

etileno en el tejido, lo cual se considera actúa como una señalización a 

larga distancia. Otras investigaciones han revelado que el fenómeno del 

quórum sensing puede estar involucrado en la inducción de ISR en plantas, 

tal como fue demostrado con el modelo de interacción con Serratia 

liquefaciens en plantas de tomate contra Alternaria alternata (Sorensen y 

Sessitch, 2007). 
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I.5.5. Métodos de estudio en la interacción antagonista-patógeno 

en la rizosfera y endosfera  

     

Las comunidades bacterianas concretamente de la rizosfera y 

endosfera han sido unas de la más estudiadas tanto por su diversidad 

como para su uso como como ACBs de patógenos. El control biológico 

exitoso de las enfermedades en plantas no se fundamenta únicamente en 

la supresión de los agentes fitopatógenos por medio de la manipulación de 

microorganismos residentes o introducidos, sino que implica el desarrollo 

de conocimiento de todo un  proceso que involucra no solamente el agente 

microbiano de control, el patógeno y la planta sino también los complejos 

sistemas de interacción y la influencia de los factores bióticos y abióticos 

entre la microflora existente y las plantas (Compant et al., 2009; Francis et 

al., 2010; Landa et al., 2001; 2004; Lugtemberg y Kamilova, 2009). Este 

hecho enfatiza la importancia de tener un conocimiento más profundo de 

los factores que influencian estas interacciones en cada patosistema para 

poder desarrollar estrategias de manejo sostenible de las enfermedades 

mediante el uso de microorganismos como agentes  de control biológico en 

la agricultura (Rudrappa et al., 2008a). 

Las técnicas de cultivo-dependiente son en la actualidad uno de los 

métodos más utilizados para el estudio de las interacciones entre bacterias 

de la rizosfera antagonistas y agentes fitopatógenos. Esto permite, 

mediante pruebas de cultivo dual en placa, evaluar y proyectar, un gran 

numero de potenciales aislados antagonistas contra diferentes 

fitopatógenos. La gran ventaja que ofrece este método es la de poder 

manipular los aislados bacterianos antagonistas para su experimentación y 

uso en condiciones in situ. Sin embargo, en la actualidad la tecnología de 

cultivo-independiente ha tenido un amplio desarrollo en el estudio de 

potenciales antagonistas, por la utilización de métodos moleculares que 

facilitan la selección asistida de rizobacterias (De la Fuente et al., 2006; 

Delaney et al., 2001; Mavrodi et al., 2001, 2007; McSpadden-Gardener et 

al., 2001) ya que tienen como diana genes esenciales en la biosíntesis de 
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los antibióticos más frecuentemente producidos en la rizosfera así como de 

nuevas moléculas con una importante función en la interacción 

microorganismo-planta (Gross et al., 2007). El desarrollo de iniciadores 

específicos a ciertos genes diana involucrados en el proceso de 

antagonismo son una herramienta muy útil en el análisis de la interacción 

antagonista-patógeno, e.g., la búsqueda de poblaciones específicas de 

Pseudomonas (Garveba et al., 2004b) y Actinobacterias (Heuer et al., 

2002). Especies de Burkholderia, Pseudomonas y Serratia que producen el 

antibiótico pyrrolnitrina mediante el uso de iniciadores específicos para la 

detección del gen prnD (Garveba, et al., 2004b; Kirner et al., 1998); la 

detección del gen phlD altamente conservado en poblaciones de 

Pseudomonas para la biosíntesis de 2,4 diacetilfluoroglucinol (DAPG) que 

permite detectar y cuantificar poblaciones productoras de DAPG en la 

rizosfera (De La Fuente et al., 2006; Landa et al., 2002; 2003; Mavrodi et 

al., 2007, McSpadden et al., 2001; Picard et al., 2003; Raaijmakers et al., 

1997, 1999). 

 

 

I.5.6. Importancia de Pseudomonas y Bacillus spp. como agentes 

de control biológico (ACBs) 

 

En los últimos años, uno de los mayores desarrollos en el área del 

control biológico, sin lugar a dudas, han sido las investigaciones realizadas 

sobre rizobacterias por su mayor versatilidad como agentes de biocontrol y 

promotores del crecimiento de plantas. Las características que debe reunir 

una rizobacteria para aumentar su capacidad de establecimiento y/o 

supervivencia, cuando se introduce en la rizosfera de un cultivo para que 

actúe como agente de control biológico, incluyen: Una alta velocidad de 

crecimiento en relación a otros microorganismos autóctonos, resistencia 

ante condiciones adversas o falta de nutrientes, movilidad celular, 

producción de substancias que permitan su fijación a las raíces de las 

plantas, y producción de antibióticos (Mazzola et al., 1992). Pseudomonas 
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y Bacillus son géneros de bacterias que poseen muchas de estas 

características por lo que potencialmente las han hecho ser los dos 

géneros más estudiados y eficaces como ACBs contra hongos 

fitopatógenos en la rizosfera.  

Las especies pertenecientes al género Pseudomonas son habitantes 

comunes del suelo, tejidos de las plantas y especialmente de la rizosfera 

de éstas. Las Pseudomonas fluorescentes son el grupo más estudiado 

dentro de este género, y comprende especies fitopatógenas y no 

fitopatógenas.  

Las especies del género Pseudomonas han sido objeto de estudio en 

múltiples interacciones con diferentes especies de plantas y cultivos 

agrícolas. Se caracterizan por ser bacterias aeróbicas, gram-negativas, 

cosmopolitas en suelos agrícolas y de alta especialización y capacidad de 

adaptación para colonizar la rizosfera. Poseen atributos que las hacen ser 

una de las rizobacterias más estudiadas para actuar como ACB y 

promotores de crecimiento como tener requerimientos nutricionales muy 

simples y de crecer rápidamente en condiciones in vitro, lo cual facilita su 

producción en forma masiva, respuesta rápida a exudados de raíces y 

semillas, alta capacidad de colonizar y multiplicarse en la rizosfera y dentro 

de los tejidos como endofitas, producir un amplio espectro de metabolitos 

de relevancia en la interacción microorganismo-planta (e.g., antibióticos, 

sideróforos, sustancias volátiles y promotoras del crecimiento, etc.), 

capacidad de inducir resistencia sistémica en plantas, competir 

agresivamente con otros microorganismos y tener alta adaptación a 

diferentes medio ambientes. Adicionalmente, diversas especies de 

Pseudomonas son responsables en gran medida de la condición supresiva 

de suelos de todo el mundo para una amplia gama de patógenos (Gu y 

Mazzola, 2003; Lottmann et al., 1999; Weller, 2007).  

Por otro lado, un gran número de especies de Bacillus se han utilizado 

como ACBs en diversas especies de plantas para investigar su capacidad 

de controlar enfermedades de cultivos. Este grupo ofrece varias ventajas 

sobre otros ACBs estudiados, son considerados microorganismos seguros 
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para la salud de humanos y medio ambiente, son habitantes naturales del 

suelo y en diversos medio ambientes como la rizosfera, endosfera, o 

filosfera e incluso semilla (Correa et al., 2009; Liu et al., 2009; Sari et al., 

2006; 2007), poseen un alto grado de diversidad metabólica, los cuales son 

ecológicamente relevantes ya que les permite habitar diversos nichos en 

diferentes agroecosistemas (McSpadden-Gardener, 2004; Vargas-Ayala et 

al., 2004). Como ACBs son altamente competitivos y estables (Haddad et 

al, 2009; Kinkel, 1997; Romero et al., 2004), con capacidad de sintetizar 

una amplia gama de sustancias potencialmente útiles en la agricultura e 

industria (Collins y Jacobsen, 2003; Emmert y Handelsman, 1999; Liu et 

al., 2009; Sari et al., 2006; 2007; Stein, 2005). Su alta actividad y 

capacidad como ACBs es expresado principalmente a través de tres 

mecanismos ecológicos: i) antagonismo mediante la producción de 

múltiples compuestos, ii) promoción del crecimiento y nutrición de la planta 

huésped y iii) estimulación de los mecanismos de defensa de las plantas 

(Choudhary y Johri, 2009). Actualmente, un gran número de 

investigaciones se han desarrollado con diversas especies de Bacillus 

enfocadas principalmente en el estudio de los múltiples factores 

metabólicos y fisiológicos que han contribuido en la consideración de 

Bacillus spp. como uno de los potenciales ACBs más prometedores y 

efectivos destacando los estudios: i) de control hacia varios patógenos de 

cultivos de importancia económica mediante el antagonismo por la 

producción de antibióticos, (Bais et al., 2004; Kinsinger et al., 2003; Liu, et 

al., 2009; Mizumoto y Shoda, 2007; Nagórska et al.,. 2007; Ongena y 

Jacques, 2007; Pinchuk et al., 2002; Sari et al., 2006; 2007; Yu et al., 2002) 

ii) aplicación de éstos tanto en suelo como en partes aéreas de las plantas 

e igualando niveles de protección con los obtenidos con el uso de 

fungicidas (Bargabus et al., 2002; 2004; Cazorla et al., 2007; Correa et al., 

2009; Haddad et al., 2009), iii) de producción de antibióticos in vivo en 

biofilms creciendo directamente en la rizosfera de plantas (Kinsella et al., 

2009), producción de lipopéptidos antimicrobianos y bacteriocinas (Biazini 

et al., 2005; Cazorla et al., 2007; Klein, 1993; Koumoutsi et al., 2007; 
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Lisboa et al., 2006; Ongena y Jacques, 2007; Oscáriz y Pisabarro, 2002; 

Von Tersch y  Carlton, 1983) o, iv) de inducción de resistencia sistémica en 

la planta (Choudhary et al., 2007; Choudhary y Johri, 2009). Por otra parte, 

la versatilidad metabólica de este grupo de bacterias como ACBs ha sido 

revelada mediante la secuenciación del genoma completo de algunos de 

los representantes más estudiados, B. amyloliquefaciens y B. subtilis, en 

los cuales, resaltan la presencia de genes que contribuyen al 

estableciemiento de una interacción altamente específica con las plantas y 

a un inesperado potencial para la producción de metabolitos secundarios, 

indicando que más del 8.5 y 5.0% respectivamente del genoma de estas 

dos importantes especies está involucrado en la síntesis de diversos 

compuestos esenciales en la colonización y antagonismo (Chen et al., 

2007; Stein, 2005).  

Finalmente, la producción de endoesporas, característica intrínseca 

de este grupo de bacterias, se ha constituido en una de las principales 

fortalezas para su uso como ACBs en la actualidad, ya que desde el punto 

de vista tecnológico facilita la producción masiva de formulaciones 

comerciales más eficientes y estables, situación que constituye uno de los 

principales limitantes en la aplicación de otros ACBs. La capacidad de 

producir endoesporas por parte de las especies de Bacillus garantiza su 

prevalencia bajo diversas condiciones ambientales adversas como 

desecación, calor, radiaciones UV y acción de sustancias tóxicas. Estas 

consideraciones contribuyen significativamente a incrementar el interés 

para desarrollar productos antimicrobianos y/o promotores de crecimiento 

formulados comercialmente a base de Bacillus spp. o sus metabolitos 

como alternativa o métodos suplementarios a los productos químicos para 

el control de patógenos en diversas formas de aplicación (Ongena et al., 

2005; Raaijmakers et al., 2002; Schisler et al., 2004).  
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I.6. ECOLOGÍA MICROBIANA EN EL SISTEMA RADICAL DEL OLIVO 

 

I.6.1. Los sistemas de cultivo del olivar y su efecto en la rizosfera 

del olivo 

 

En el cultivo del olivo se han adoptado y desarrollado diversos 

sistemas de manejo y prácticas agrícolas a través del tiempo en las 

diferentes zonas geográficas productivas del Mediterráneo. En el caso 

particular de la olivicultura en España, esta diversidad de manejo esta 

asociado a las condiciones agroecológicas del cultivo tales como: (i) la 

distribución anual de la pluviometría en dos períodos muy marcados, uno 

muy seco (junio-septiembre) y otro lluvioso (otoño-invierno) que originan 

diferencias en el contenido anual del agua en el suelo en función de la 

naturaleza del mismo (profundidad y capacidad de retención) y (ii) la 

erosión del suelo, considerado uno de los principales problemas de la 

olivicultura. Estos factores que condicionan el cultivo han generado la 

adopción de diversos sistemas de manejo y prácticas agrícolas en el olivar 

Español para superarlos. Entre estas prácticas agrícolas destacan el no 

laboreo y laboreo reducido, frente al laboreo convencional, el empleo de 

sistemas de manejo del suelo con cobertura mediante el uso de cubiertas 

(hojas y restos de poda, paja y materias diversas) y con cubierta vegetal 

viva (malas hierbas, plantas cultivada con crecimiento controlado mediante 

siega, herbicidas o ganado) entre muchas otras. Esta diversidad de 

prácticas, aunado a la intensa expansión y crecimiento de nuevas zonas de 

cultivo, ha promovido el desarrollo de investigaciones centradas 

fundamentalmente en comparar distintos sistemas de manejo del cultivo en 

la producción. Ejemplo de lo anterior es el desarrollo de una gran cantidad 

de trabajos de investigación en España que incluyen desde la 

multiplicación por enraizamiento de estaquillas semileñosas, cultivo de 

tejidos para la propagación en masa de diversos materiales genéticos, que 

han contribuido enormemente a la rápida expansión de la superficie 

cultivada con material vegetal de plantación de mejor calidad y más 
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homogéneo (Caballero y Del Rio, 2008), y aplicación de la fertilización por 

riego (fertirrigación) (Chouliarias et al., 2009; Fernández-Escobar et al., 

2008a; 2008b; Morales-Sillero et al., 2009) entre muchas otras.  

En este contexto, el resultado de varias investigaciones han 

demostrado que los diferentes sistemas de cultivo y diversos factores de 

manejo en el olivo ejercen una influencia en mayor o menor grado en 

algunas propiedades químicas y físicas del suelo como son el contenido de 

materia orgánica, nitrógeno orgánico, fósforo y potasio asimilables, pH y 

capacidad de intercambio catiónico, así como en la porosidad, 

compactación y densidad aparente (Castro et al., 2008; Pastor,  2008).  

Sin embargo, en general son escasos los trabajos realizados 

relacionados con el estudio de la Ecología Microbiana en cultivos leñosos a 

nivel mundial, y en el caso del olivo, son muy pocas las investigaciones 

que se han realizado en relación al efecto de los diferentes sistemas de 

manejo del cultivo en la biodiversidad microbiana del suelo y la rizosfera. 

En la actualidad, en nuestro grupo de investigación se han iniciado 

investigaciones en este sentido enfocadas al estudio del efecto de los 

diferentes sistemas de manejo del suelo y del cultivo en la composición y 

diversidad genética, funcional y metabólica de las comunidades 

bacterianas del suelo y la rizosfera de olivo en Andalucía, la zona 

productora más importante del mundo de este cultivo.  

Es conocido que en muchos cultivos, factores de manejo tales como 

laboreo, fertilización química, utilización de enmiendas orgánicas y 

aplicación de pesticidas entre otros, ejercen un efecto sobre la estructura y 

diversidad de las comunidades microbianas tanto del suelo como de la 

rizosfera (Kushwaha y Singh, 2005). Así en el caso particular del cultivo del 

olivo algunas investigaciones constatan que factores de manejo del cultivo 

como laboreo, tipo de fertilización, uso de cubiertas y control químico de 

malas hierba se han asociado con cambios en las características 

bioquímicas del suelo, y con cambios en la diversidad de nematofauna y 

diversidad de microorganismos y actividad metabólica de los suelos de 

olivar (Bastida et al., 2008; Benitez et al., 2006; Hernández et al., 2005; 
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Moreno et al., 2009). En otros trabajos se ha demostrado que la utilización 

en el riego del agua residual de la molienda de olivo tiene un efecto 

significativo y consistente en las comunidades  microbianas del suelo y 

rizosfera por alteraciones de las propiedades físico-químicas del suelo, 

condiciones oxidativas, competición por nitrógeno, disponibilidad de 

fenoles minerales y alteración de las fuentes de carbono (Karpouzas et al., 

2009; 2010). En esta misma línea de investigación, otros estudios han 

demostrado alteraciones a nivel de fotosíntesis en el olivo, presencia de 

carbohidratos solubles en la raíz y efectos directos en la colonización 

microbiana de la raíz (Mechri et al., 2008), existiendo un incremento en el 

contenido de la relación   C/N, P asimilable y K intercambiable en el suelo 

lo cual a su vez tiene un efecto directo en las comunidades bacterianas 

(Palese et al., 2009).  

Por otro lado, el efecto de diferentes sistemas de manejo y prácticas 

de cultivo en olivo cv. Maiatica, en el sureste de Italia, se ha demostrado 

que ejerce un efecto significativo en las poblaciones de bacterias totales 

cultivables, principalmente en las bacterias que están relacionadas con el 

proceso del ciclo del nitrógeno (Sofo et al., 2010). Este trabajo resalta que 

los microorganismos del suelo responden a la aplicación de un manejo 

sostenible (caracterizado por fertilización química integrada con aporte de 

materia orgánica, riego por goteo, no laboreo mediante empleo de 

cubiertas vegetales e incorporación de material vegetal de poda). Así, este 

sistema mostró una mayor complejidad microbiana y mayor diversidad 

genética, metabólica y funcional de los microorganismos del suelo con 

evidentes beneficios para el rendimiento y calidad del olivo con respecto de 

las comunidades bacterianas encontradas asociadas a un manejo 

tradicional. 

Otras investigaciones relacionadas con la Ecología Microbiana en 

olivo se han encaminado principalmente en el estudio de la diversidad de 

hongos microrrízicos arbusculares como colonizadores nativos en la 

rizosfera de olivo (Calvente et al., 2004; Caravaca et al., 2002; Fabbri et al., 

2004) y la interacción de inoculantes bacterianos y la respuesta de 
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diferentes materiales varietales del olivo en los diferentes sistemas de 

multiplicación y producción de plantones en viveros (Binet et al., 2007; 

Peyvandi et al., 2010; Porras- Piedra et al., 2005).  

 

 

I.6.2. La rizosfera del olivo como fuente de microorganismos con 

potencial biotecnológico 

 

Muchas de las sustancias que actúan como agentes antibacterianos, 

antifúngicos y anticancerígenos son metabolitos secundarios que han sido 

obtenidos originalmente de microorganismos del suelo. Durante muchos 

años el estudio de comunidades microbianas en el suelo y la rizosfera de 

plantas estuvieron enfocados principalmente en la búsqueda de 

microorganismos promotores de crecimiento de plantas y antagonistas de 

patógenos. Sin embargo, la rizosfera de plantas silvestres y árboles de 

tejido leñoso es considerada en la actualidad un reservorio poco explorado 

con alto potencial para el descubrimiento de nuevas fuentes de 

microorganismos y producción de compuestos bioactivos que pudieran ser 

de gran utilidad en medicina, agricultura e industria como ciertas enzimas 

extracelulares, nuevas moléculas de uso médico con potencial en el 

tratamiento de enfermedades y nuevos antibióticos con diferente modo de 

acción, selectividad y actividad (Gasser et al., 2009; Ryan et al., 2009; 

Wang et al., 2009; Weisskopf et al., 2008). Por todo ello, en la presente 

Tesis Doctoral se plantea la posibilidad de que el olivo silvestre y cultivado, 

con su amplia diversidad genética, puede representar una importante 

fuente de microorganismos contenidos en su rizosfera que pueden poseer 

un alto potencial para producir compuestos nuevos de alto interés 

biotecnológico. 
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I.6.3. La Ecología Microbiana en el olivar Andaluz 

 

Como se ha indicado con anterioridad, el olivar andaluz posee una 

enorme diversidad de formas de producción y técnicas de cultivo, desde 

olivares intensivos en zonas tradicionalmente no olivareras a olivares de 

sierra de baja productividad, con una amplia gama de situaciones 

intermedias en cuanto a producción y sistemas de manejo. El material 

vegetal del olivo cultivado en Andalucia se caracteriza por estar compuesto 

por un gran número de variedades y diversidad de densidades de 

plantación (de Graaff et al., 2008; Gómez et al., 2008). Lo anterior resalta 

la importancia de estudiar el impacto que tienen estos factores en la 

biodiversidad microbiana del suelo y rizosfera en el olivar Andaluz. En este 

contexto, se ha documentado que el excesivo laboreo, o uso de pesticidas 

y fertilizantes contribuyen en gran medida a disminuir o incluso eliminar la 

biodiversidad del suelo debido a una degradación de la vegetación natural 

causando un impacto directo en los microorganismos y microfauna 

asociada al suelo rizosférico.  

Aunque existe un gran número de estudios en diferentes áreas 

geográficas de ambiente Mediterráneo en los que se relaciona la influencia 

del manejo del suelo, incluyendo el empleo de cubiertas vegetales, con la 

erosión del suelo y/o la disponibilidad y pérdida de agua y nutrientes entre 

otros (e.g., Francia et al., 2006; Gómez et al., 1999; Milgroom et al., 2006; 

2007; Villalobos et al., 2006) hasta hace relativamente poco tiempo no se 

ha determinado el efecto de estas prácticas de manejo del cultivo en las 

características biológicas de los suelos de olivar en Andalucía, y cuando se 

han llevado estudios de este tipo, han sido en un número muy reducido de 

olivares o dentro de una misma finca experimental sudividida en zonas con 

diferentes sistemas de manejo (e.g., Benítez et al., 2006; Castro et al., 

2008; García-Ruiz et al., 2009; Moreno et al., 2009).   

En esta misma línea, investigaciones llevadas a cabo en el grupo 

AGR-136 Sanidad vegetal del Dpto. Protección de Cultivos del IAS-CSIC 

en colaboración con investigadores del Dpto. de Agronomía del mismo 
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centro, han determinado un efecto significativo del ambiente (determinado 

por la zona geográfica), tipo de suelo, y sistema de manejo del suelo 

(laboreo convencional, mínimo laboreo, cubierta vegetal controlada por 

desbroce o pastoreo) sobre diversas propiedades biológicas del suelo de 

olivar incluyendo respiración del suelo, biomasa microbiana, y niveles de 

población de bacterias cultivables totales (Álvarez et al., 2007). Por lo 

antes mencionado, se considera de suma importancia llevar a cabo 

estudios sobre la biodiversidad microbiana en suelo y rizosfera del olivar 

Andaluz, ya que podría representar un excelente indicador biológico del 

efecto de diversos factores de manejo en este cultivo. Ésto podría resultar 

esencial en la incoporación de nuevas tecnologías y estrategias para una 

moderna producción de olivo y sobre todo la selección del sistema 

productivo más adecuado desde un punto de vista sostenible.  

En la actualidad, se ha demostrado que la diversidad microbiana del 

suelo y rizosfera permite establecer claramente diferencias entre sistemas 

de manejo y evaluar el desarrollo, perturbación y madurez de un 

agroecosistema. Por consiguiente, por todo lo anteriormente expuesto se 

demuestra la importancia de la investigación planteada en esta Tesis 

Doctoral centrada en el estudio de las comunidades microbianas en suelo y 

rizosfera del olivar Andaluz, ya que el desarrollo de conocimiento enfocado 

al análisis estructural y funcional de comunidades bacterianas permitirá en 

el futuro la selección de sistemas óptimos de manejo, desarrollar o adoptar 

nuevas técnicas capaces de mejorar el sistema productivo del olivo, 

además de  preservar la calidad, salud y fertilidad del suelo (Anderson, 

2003; Govaerts et al., 2008; Hochstrat et al., 2006; Kushwaha y Singh, 

2005; Lal, 2004). 
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II.1. NATURALEZA DE LA INVESTIGACIÓN PLANTEADA  

 

El olivo cultivado tiene un origen ancestral, e históricamente 

representa el principal cultivo oleaginoso de la región del Mediterráneo. El 

olivar se caracteriza por albergar una amplia diversidad genética, desde la 

contenida en el germoplasma del predecesor evolutivo del olivo, el 

acebuche, hasta la disponible en las formas cultivadas de éste en la 

actualidad, por lo que ambos constituyen una importante fuente de 

diversidad genética. Diversas investigaciones en el área de la Ecología 

Microbiana han demostrado que existe una interacción altamente 

específica entre las comunidades bacterianas con la rizosfera de las 

plantas, de tal forma que la estructura y dinámica de estas comunidades es 

influenciada por diversos factores, incluyendo la especie y genotipo de la 

planta cultivada, su estado fenológico, el tipo de suelo y las prácticas de 

manejo empleados en sus sistemas de producción.  

En Andalucía, se ha encontrado que las poblaciones de olivo silvestre 

conforman un cluster genético separado e independiente del resto de los 

olivares cultivados de la misma área y de otras zonas cultivadas de olivo 

en España, así como del resto de las poblaciones de olivo silvestre, lo cual 

lo hace un recurso genético único. En los olivares cultivados de Andalucía, 

existen diversos sistemas de producción, desde los tradicionales y 

marginales, hasta los altamente tecnificados, y desde los de producción 

orgánica o ecológica hasta los que utilizan altos niveles de fertilizantes de 

síntesis y fitosanitarios, así como los que emplean diversos sistemas de 

manejo del suelo frente al clásico laboreo. Esta diversidad de manejo de 

los olivares incrementa el interés de conocer la composición de las 

comunidades microbianas que albergan y el efecto de cada sistema de 

manejo sobre ellas. 

En la actualidad, existe un escaso conocimiento sobre la frecuencia, 

diversidad y actividad de bacterias rizosféricas o endofitas en la raíz tanto 

en olivo cultivado como en el silvestre. Por ello, es de especial interés 

conocer y comparar la composición de las comunidades bacterianas 
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asociadas a la rizosfera de acebuches silvestres, así como de olivo 

cultivado bajo los diferentes escenarios de sistemas productivos de cultivo. 

Dicho conocimiento nos permitiría identificar y valorar las posibles 

interacciones entre los distintos genotipos de Olea europaea subsp. 

europaea (genotipos silvestres, cultivares, ecotipos, etc.), el tipo y manejo 

del suelo y del cultivo con las poblaciones bacterianas específicas 

contenidas en su rizosfera. Esto ofrecería la posibilidad de encontrar 

rizobacterias asociadas específicamente a genotipos y/o sistemas de 

manejo de olivo, que pueden constituir una importante fuente de 

microorganismos cultivables con potencialidad para aplicaciones 

biotecnológicas como promotores del crecimiento vegetal y agentes de 

biocontrol, así como ser una fuente para la síntesis de nuevas moléculas y 

compuestos de interés biotecnológico, farmacéutico o industrial. 

En el olivo cultivado, la Verticilosis del olivo es una enfermedad que 

se presenta con altos niveles de incidencia y severidad en diversas zonas 

productoras de olivar en España. Las dificultades en su manejo y control, 

incrementan la necesidad de buscar alternativas eficientes y sostenibles en 

su manejo en este cultivo. En este contexto, el estudio de las comunidades 

bacterianas asociadas al olivo silvestre o acebuche, como fuente de 

variabilidad genética microbiana escasamente explorada, representa una 

oportunidad en la búsqueda de nuevos microorganismos de interés 

agronómico que pudieran no encontrarse en las variedades cultivadas y 

que permita incorporar nuevos elementos en el desarrollo de estrategias 

para un mejor manejo de esta enfermedad y consecuentemente repercutir 

positivamente sobre aspectos económicos y ambientales en el sistema 

productivo actual del cultivo de olivo. 

Actualmente existen escasas investigaciones tanto a nivel regional 

como mundial que hayan abordado el estudio de las comunidades 

bacterianas en el sistema radical de olivo incluyendo tanto su forma 

silvestre como la cultivada y en suelos de olivares. Por lo tanto, la presente 

Tesis Doctoral se centrará en el estudio de la estructura y diversidad 

genética de poblaciones bacterianas en la rizosfera del olivo cultivado y 
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silvestre en diferentes condiciones de interacción genotipo-ambiente y 

manejo agrícola mediante la utilización de técnicas validadas 

internacionalmente dependientes o no del cultivo de microorganismos que 

permitirán determinar la estructura y diversidad de comunidades 

bacterianas totales en los diferentes sistemas de producción del olivo en la 

principal zona cultivadora a nivel mundial, Andalucía, así como caracterizar 

bacterias de la rizosfera con diferente potencial biotecnológico. 

 

 

II.2. OBJETIVOS 

 

El Objetivo general de esta Tesis Doctoral es generar conocimiento 

sobre la estructura y diversidad genética de las comunidades bacterianas 

de la rizosfera y suelo no rizosférico asociados al olivo en Andalucía, desde 

el punto de vista de biodiversidad genética de la planta, sistemas de 

manejo del cultivo y características del suelo como factores determinantes 

en la composición de la misma.  

 

 

Los objetivos específicos son: 

 

1. Determinar la estructura y diversidad genética de las comunidades 

bacterianas totales en la rizosfera de acebuches silvestres (Olea 

europaea L. subsp. europaea var. sylvestris) en ecosistemas 

naturales y en suelos de olivares centenarios (O. europaea L. subsp. 

europaea var. europaea) en zonas representativas para el cultivo del 

olivo en Andalucía, mediante diversos métodos biotecnológicos de 

análisis de poblaciones microbianas. 
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2. Determinar el efecto del material vegetal de origen y el genotipo de 

plantones certificados de variedades olivo (O. europaea L. subsp. 

europaea var. europaea) en la estructura inicial y densidades de 

población de las comunidades bacterianas en el sistema radical y 

los cambios producidos en aquéllas después de 1,5 años de 

interacción con un suelo de cultivo seleccionado ad hoc. 

 

 

3. Constituir, identificar y caracterizar una colección de aislados de 

rizobacterias de olivo silvestre (Olea europaea L. subsp. europaea 

var. sylvestris) que presenten alta actividad antagonista contra el 

patotipo defoliante de Verticillium dahliae Kleb. y determinar su 

potencial antagonista mediante selección asistida utilizando 

marcadores fenotípicos y moleculares. 

 

 

4. Aislar, identificar y caracterizar fenotípica y molecularmente aislados 

bacterianos a partir de la rizosfera de olivo silvestre (Olea europaea 

L. subsp. europaea var. sylvestris) y olivo cultivado (Olea europaea 

L. subsp. europaea var. europaea) con interés para diversas 

aplicaciones biotecnológicas. . 
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El tipo de suelo y su sistema de manejo determinan la 

estructura y diversidad de las comunidades bacterianas del 

suelo en fincas de olivar con manejo orgánico en Andalucía 
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En este capítulo se recogen los resultados relativos al objetivo 

primero de esta Tesis Doctoral, en el cual se pretendía: 

 

 

 

Determinar la estructura y diversidad genética de las comunidades 

bacterianas totales en suelos de olivares centenarios (Olea europaea L. 

subsp. europaea var. europaea) en dos zonas de las más representativas 

para el cultivo del olivo en Andalucía. 
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III.1. RESUMEN 

 

 Durante miles de años, el olivo cultivado ha sido el principal cultivo 

oleaginoso de la Cuenca Mediterránea. España es el principal país 

productor del mundo y en Andalucía, la región sur del país, se concentra  el 

62 % del cultivo en España. Esta zona, donde el cultivo de olivar tiene una 

enorme importancia tanto en aspectos socioeconómicos como ecológicos, 

se caracteriza por presentar diferentes sistemas de manejo del cultivo. Las 

comunidades microbianas del suelo desempeñan un papel integral y 

fundamental en el funcionamiento de los ecosistemas influyendo en 

importantes procesos y funciones del suelo y de las plantas. Aunque es 

conocido que las prácticas de manejo agrícola afectan a la estructura y 

diversidad de las comunidades microbianas en el suelo y la rizosfera, 

pocos estudios han evaluado el efecto de las prácticas de manejo del 

cultivo sobre las características biológicas en olivar, y no existen 

investigaciones exhaustivas que documenten el efecto específico de las 

prácticas de manejo del suelo en la estructura y diversidad de las 

comunidades microbianas del suelo en cultivos comerciales de olivo en 

España.  

 En esta investigación, se utilizó el  análisis del polimorfismo de los  

fragmentos fluorescentes de restricción terminal (FT-RFLP) para estudiar 

las diferencias en la estructura de las comunidades bacterianas en 

muestras de suelo de 46 plantaciones comerciales de olivo orgánico y 12 

áreas naturales cercanas con diferentes tipos de suelo y manejo de éste en 

dos de las zonas más representativas para el cultivo de olivo en la región 

de Andalucía, Sierra Morena y Campiña. Los datos se analizaron utilizando 

un enfoque estadístico para identificar asociaciones específicas entre las 

poblaciones microbianas y tipo de suelo o sistemas de manejo. Los 

resultados indican que los valores de los índices Riqueza y Shannon-

Weiner de diversidad variaron dependiendo de la enzima de restricción 

utilizada (Rsal y Mspl), el tipo de suelo y el sistema de manejo de éste. El 

análisis canónico discriminante de los TRFs permitió clasificar la totalidad 

 73



Capitulo III                                                                                                                                              . 

de las muestras de suelo (100%) en función del tipo de suelo ya sea 

utilizando MspI de forma individual o combinado con RsaI. De igual forma, 

para RsaI, el 100% de los suelos muestreados en Campiña y el 90,63% de 

los suelos en Sierra Morena fueron asignados de forma correcta a su tipo 

de suelo. Resultados similares se obtuvieron para los tipos de manejo del 

suelo. Así, la función discriminante obtenida permitió clasificar la totalidad 

de las muestras de suelo (100%) de acuerdo a su sistema de manejo para 

MspI solo o combinado con RsaI, demostrando que el tipo de suelo y su 

sistema de manejo condiciona significativamente la diversidad y estructura 

de las poblaciones bacterianas en el suelo de estos olivares. Finalmente se 

han asociando grupos taxonómicos operacionales concretos (OTUs), 

ejemplificados por los TRFs, con cada uno de los sistemas de manejo que 

podrán ser utilizados como indicadores de calidad o del sistema de 

manejo. 

 

 

III.2. INTRODUCCIÓN 

 

El origen del olivo cultivado (Olea europaea L. subsp. europaea var. 

europaea) probablemente surge en los albores de la agricultura y se cree 

que se originó en Oriente Medio, dispersándolo los Fenicios y Griegos 

hacia el sur y oeste del resto de la Cuenca Mediterránea (Runnels y 

Hanse, 1986). Por miles de años, el olivo cultivado ha sido el principal 

cultivo oleaginoso de esta región. Actualmente,  el aceite de oliva extra-

virgen se ha convertido en un producto alimenticio muy importante en 

relación con otros aceites vegetales, gracias a sus ventajas nutricionales y 

saludables para la dieta humana previniendo enfermedades tales como la 

hipertensión, enfermedades del corazón, la arteriosclerosis y la diabetes. 

Históricamente y hasta la actualidad,  los olivares han constituido un 

paisaje cultural valioso determinando la rentabilidad, la vida y condiciones 

de trabajo y la calidad del medio ambiente en muchas regiones de la 

Cuenca Mediterránea y siguen siendo parte integral de la economía de 
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muchos países en esta región. España tiene más de 2,5 millones de 

hectáreas de los 9,5 millones de hectáreas cultivadas de olivo en el mundo, 

concentrándose el 62 % (>1,5 millones) de éstas en Andalucía, la región 

sur del país. En esta región el olivo representa más del 39% de la 

producción mundial de aceite de oliva, la generación de 2.000 millones de 

$ y el 17% de la superficie total de la región, en un monocultivo 

impresionante (Beaufoy, 2001; Belaj et al., 2003; International Olive Oil 

Council, 2006, Consejería de Agricultura y Pesca, 2007). En Andalucía 

donde el olivo tiene una enorme importancia tanto en aspectos 

socioeconómicos como ecológicos, se pueden diferenciar tres sistemas de 

cultivo incluyendo: (i) sistemas agroforestales donde muchos olivares se 

limitan a laderas o terreno accidentado, que ocupan gran parte de las 

montañas y colinas del paisaje típico mediterráneo; (ii) olivares 

tradicionales localizados en llanuras onduladas, con pendientes suaves, 

suelos más profundos y mejores, normalmente de secano, con baja 

densidad de plantación (menos de 100 olivos/ha), laboreo intensivo, bajos 

insumos en fertilizantes y plaguicidas y cosecha manual; y (iii) nuevas 

fincas de cultivo intensivo donde los olivares tradicionales están siendo 

adaptados o progresivamente sustituidos por altas densidades de 

plantación (200-400 olivos/ha), riego por goteo, laboreo reducido, una 

elevada utilización de fertilizantes y plaguicidas y cosecha mecánica con el 

fin de aumentar el rendimiento y la productividad (CAP-JA, 2009; FAO, 

2006; Milgroom et al., 2007).  

Al mismo tiempo que se está llevando a cabo la intensificación de 

los olivares, la producción en el olivar se ha convertido también en 

escenario de la tendencia mundial de utilización de estrategias agrícolas 

respetuosas del medio ambiente. Así, nuevos sistemas de manejo tales 

como la producción integrada y agricultura orgánica están siendo 

fomentados para reducir el impacto negativo en el medio ambiente del uso 

excesivo de pesticidas y fertilizantes. Además, existe un importante 

incremento en la demanda de aceite extra virgen orgánico certificado que 

añade un beneficio monetario a los ingresos de los agricultores. En este 
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sentido, los gobiernos han desarrollado una legislación para regular y 

reforzar el cultivo del olivo bajo prácticas orgánicas. Así, el cultivo del olivo 

en el marco de las directrices del manejo orgánico en Andalucía se ha 

incrementado en los últimos 10 años, con más de 42.000 ha y la mayoría 

de ellas (más del 40%) localizadas en la provincia de Córdoba (CAP-JA, 

2009).  

Tradicionalmente, la mayoría de las fincas de olivar han utilizado 

laboreo convencional con el fin de reducir la competencia de las malas 

hierbas por la absorción de agua y nutrientes. La plantación tradicional de 

olivos a baja densidad (olivos ampliamente espaciados), de la mayoría de 

los olivares, combinado con una débil cubierta vegetal del suelo, 

incrementa la vulnerabilidad de esos olivares a la erosión del suelo. En el 

sur de España, recientemente se han introducido métodos alternativos de 

manejo del suelo para reducir al mínimo la erosión del suelo, incluyendo el 

no-laboreo, laboreo reducido con o sin control de malas hierbas, utilización 

de cubiertas vegetales (naturales o de siembra) en el otoño y eliminación 

de las mismas con herbicidas en la primavera y/o cortado posterior 

mediante desbroce o control mediante pastoreo (CAP-JA, 2009; Milgroom 

et al., 2007). 

A pesar de que existen varios estudios sobre la influencia del 

manejo del suelo, incluyendo el uso de cubiertas, sobre las propiedades 

físico-químicas, niveles de erosión, disponibilidad de agua y las pérdidas 

de nutrientes en los suelos de olivar en diferentes zonas del Mediterráneo 

(e.g., Francia et al., 2006;. Gómez et al., 1999; Milgroom et al., 2007; 

Villalobos et al., 2006), hasta recientemente, pocos estudios habían 

evaluado el efecto de las prácticas de manejo del cultivo sobre las 

características biológicas de los suelos de olivar en España (Álvarez et al., 

2007). Además, cuando se analizaron algunos indicadores biológicos en 

esos estudios, o se incluyeron pocos olivares o las prácticas de manejo se 

utilizaron en una única finca experimental (e.g., García-Ruiz et al., 2009; 

Morales et al., 2006; Sofo et al., 2010). 
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Los suelos representan probablemente los sistemas más complejos, 

diversos e importantes en la biosfera. La magnitud de la diversidad 

microbiana en los suelos agrícolas es fundamental para mantener la salud 

y calidad del mismo (Zhou et al., 2003). Las comunidades microbianas del 

suelo desempeñan un papel integral y a menudo único en las funciones de 

los ecosistemas impactando en muchos e importantes procesos y 

funciones del suelo y de las plantas tales como: la regulación de la 

descomposición de la materia orgánica; el ciclo biogeoquímico del carbono, 

nitrógeno y otros nutrientes; mantenimiento de la productividad del suelo y 

la calidad del agua; la descomposición de contaminantes, etc.; los cuales al 

mismo tiempo afectan directa e indirectamente a la salud y productividad 

de los cultivos (Brieé et al., 2007; Carson et al., 2007; Héry et al., 2005; 

Johnson et al., 2003; Larkin, 2003). 

Dado que las técnicas de cultivo-dependiente permiten el acceso 

solamente a una pequeña fracción de las comunidades microbianas del 

suelo, en los últimos años varias herramientas moleculares han sido 

propuestas para estudiar la estructura de las comunidades microbianas en 

el suelo. El análisis del polimorfismo de los fragmentos fluorescentes de 

restricción terminal (FT-RFLP) (Liu et al., 1997), técnica basada en PCR, 

ha demostrado ser una metodología de cultivo-independiente consistente, 

de alta resolución y rendimiento, que ha sido comúnmente utilizada para 

reflejar las diferencias en la estructura y diversidad de las comunidades 

microbianas en diferentes sistemas normalmente en base a secuencias de 

ADN ribosomal, así como para detectar de forma fiable los cambios en los 

componentes de la estructura de las comunidades microbianas como 

respuesta a cambios en el medio ambiente del suelo (Burke et al., 2005; 

Casamayor et al., 2002; Graff y Conrad, 2005; Hartmann et al., 2006; 

Hartmann y Widmer, 2008;  Kaplan et al., 2004;  Lazzaro et al., 2007; 

Lukow et al., 2000; McSpadden-Gardener y Weller, 2001; Osborn et al., 

2000; Pesaro et al., 2004; Tiedje et al., 1999; Widmer et al., 2006). 

Las prácticas de manejo agrícolas influyen en la estructura y 

diversidad de las comunidades microbianas en el suelo y la rizosfera. Los 
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resultados de diversas investigaciones han demostrado que el tipo de 

suelo, las especies de plantas cultivadas, estrategias de manejo del suelo y 

su interacción, afectan a las  comunidades microbianas del suelo (Berg et 

al., 2002; Garveba et al., 2004; Girvan et al., 2003; Hiddink et al., 2005; 

Shen et al., 2008; Zhou et al., 2003). Por lo tanto, es esencial analizar el 

impacto de diferentes prácticas de manejo del suelo en las estructuras de 

las comunidades microbianas en los suelos agrícolas, lo cual puede  

permitir una mejor comprensión del efecto neto de estas prácticas sobre la 

salud y calidad de los mismos, así como ayudar en la elección del sistema 

de manejo más apropiado en un ecosistema agrícola. 

Hasta la fecha, no existen estudios que evidencien el efecto 

específico de las prácticas de manejo agrícolas en la composición de las 

comunidades microbianas del suelo en cultivos comerciales de olivo en 

España. En este trabajo, se utilizó el análisis de FT-RFLP para estudiar las 

diferencias en la estructura de las comunidades bacterianas en muestras 

de suelo de 46 plantaciones comerciales de olivo orgánico y 12 suelos de 

zonas con vegetación natural cercanas a los olivares muestreados y con 

diferentes tipos de suelo. Las fincas de olivar han estado sometidas a los 

diferentes sistemas de manejo de suelo durante largo tiempo (>10 años), 

en dos de las zonas más representativas para el cultivo de olivo en la 

región de Andalucía, y que representan ejemplos de sistemas 

agroforestales y plantaciones tradicionales. Nuestra hipótesis es que 

dentro de cada suelo de las fincas de olivar los diferentes tipos de suelo y 

sistemas de manejo contribuyen a modificar la diversidad, riqueza y 

estructura de las comunidades bacterianas. Por consiguiente, ya que las 

comunidades microbianas del suelo son conocidas por ser muy complejas, 

la información obtenida a partir de los análisis genéticos moleculares ha 

sido recopilada y analizada usando un enfoque estadístico multivariante 

que ayudará a identificar asociaciones específicas entre las poblaciones 

microbianas y tipos de suelo o los diferentes sistemas de manejo. 
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III.3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

III.3.1. Zonas de estudio y muestreo de campo 

 

Las dos zonas estudiadas (Sierra Morena y Campiña) se localizan 

en las zonas más representativas para el cultivo del olivo en la provincia de 

Córdoba, Andalucía (Fig. III.1). La primera, Sierra Morena, es un ejemplo 

de zona montañosa con cultivo tradicional de olivo, que se remonta a 

mediados del siglo XIX. En esta zona, la producción de olivo ha sido 

tradicionalmente llevada a cabo con sistemas de manejo de baja intensidad 

basados en el laboreo ligero, pastoreo de ganado o una combinación de 

ambos (Alvarez et al., 2007). Este área de estudio se localiza en la zona 

norte de la provincia de Córdoba (38.37o-38.13o N, 4.88o- 4.72o O) (Fig. 

III.1) tiene clima Mediterráneo, con un promedio de precipitación anual de 

alrededor de 500-700 mm, concentrada principalmente entre Noviembre y 

Abril, un promedio de evapotranspiración de referencia anual de 850 mm, 

una temperatura media anual de 16 º C y una altitud entre 500 a 958 m. En 

esta zona se identificaron y muestrearon dos tipos de suelo principales 

(Álvarez et al., 2007): Un Regosol Eútrico (RGeu) y Cambisol Eútrico 

(CMeu) de acuerdo con la clasificación de la FAO (2006), y dentro de cada 

tipo de suelo, se seleccionaron 13 fincas de olivar con dos tipos de 

sistemas de manejo del suelo: i) laboreo ligero (LT), realizado una vez al 

año, usualmente en primavera (5 fincas), y ii) manejo de la cubierta con 

pastoreo de ovejas todo el año (G), (8 fincas) (Fig. III.1).  

La segunda área de estudio, Campiña, se caracteriza por llanuras 

onduladas, con pendientes suaves, suelos más profundos y mejores, y un 

manejo más intensivo, implicando fincas más productivas (Milgroom et al., 

2007). Se encuentra localizada al sur de la provincia de Córdoba (entre 

37.75º37.20º N, 4.67º4.17º O) (Fig. III.1). El clima de la zona es 

típicamente Mediterráneo, con un promedio de precipitación anual 

alrededor de 500-700 mm, concentrada principalmente entre Noviembre y 

Abril, un promedio de evapotranspiración de referencia anual de 1.250 mm, 
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una temperatura media anual de 16 ºC y la altitud del área de estudio se 

encuentra entre 230 a 593 m. En esta zona se identificaron y muestrearon 

dos tipos de suelo principales (Soriano et al., 2010): Un Regosol Calcárico 

(RGca) y Cambisol Cálcico (CMcc), de acuerdo con la clasificación de la 

FAO (2006), y dentro de cada tipo de suelo, se seleccionaron 10 fincas de 

olivar de secano con dos tipos de sistemas de manejo del suelo: i) laboreo 

convencional (T), consistiendo de un pase cruzado con “chisel” o cultivador 

(aproximadamente 15-20 cm de profundidad) a principios de primavera y 

dos o tres pasadas con plancha-niveladora a partir de finales de primavera 

y principios de otoño (5 fincas), y ii) cobertura del suelo controlada por 

desbroce (M) realizada dos o tres veces entre Marzo y Junio, dependiendo 

del crecimiento de malas hierbas (5 fincas). 

En ambas áreas, las 46 fincas fueron seleccionadas con el criterio 

de que al menos: i) el mismo sistema de manejo del suelo se había 

utilizado durante los cinco años anteriores, o ii) las fincas habían estado en 

producción durante cuatro décadas. Además tres áreas no alteradas con 

vegetación natural (NV), incluyendo arbustos perennes, de las familias 

Cistaceae, Lamiaceae aromáticas, Ericaceae, Myrtaceae y algunos árboles 

perennes en su mayoría especies de Quercus fueron seleccionadas en 

cada tipo de suelo y localidad (NV-C para Campiña y NV-SM para Sierra 

Morena) cerca de las fincas para servir como puntos de referencia de 

suelos no alterados (12 sitios en total) (Fig. III.1).  

La toma de muestras del suelo se realizó en el mismo momento 

para todas las fincas desde finales de Mayo hasta principios de Junio de 

2006. En cada olivar, un área de muestreo (400 m2) considerada 

representativa de ésta se seleccionó en el centro de la finca. Las muestras 

de suelo de cada área de muestreo fueron recogidas a una profundidad de 

0-20 cm en cinco puntos al azar fuera de la cobertura de la copa de los 

árboles de olivo. Todas las muestras de suelo del mismo olivar se 

homogenizaron antes del análisis. La mayoría de las propiedades físico-

químicas del suelo más comunes y la población de bacterias heterotróficas 
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cultivables han sido determinadas en estudios previos (Álvarez et al., 2007; 

Soriano et al., 2010). 

 

 

 
Fig. III.1. Localización de las zonas de estudio y muestreo, Sierra Morena y Campiña, en la provincia de 
Córdoba, Andalucía. LT (laboreo ligero), G (pastoreo); T (laboreo); M (desbroce); NV-SM (vegetación 
natural, Sierra Morena); NV-C (vegetación natural, Campiña). 
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III.3.2. Extracción y cuantificación del ADN del suelo 

 

El ADN total del suelo se extrajo a partir de 250 mg de suelo de 

cada muestra (tres repeticiones por muestra) mediante el MoBio 

Ultraclean  Soil DNA isolation kit (MoBio laboratories, Inc; Carlsbad, CA, TM

EE.UU.). El ADN fue extraído de acuerdo a las instrucciones del fabricante 

con las siguientes excepciones: i) las muestras de suelo se agitaron para 

disgregar las partículas del suelo y las células bacterianas con el sistema 

FastPrep-24 a 5.0 m/s por 40 s (MP Biomedicals, Inc., Francia); y ii) se 

utilizó agua para la elución del ADN en el paso final en lugar de la solución 

proporcionada por el fabricante. Se evaluó la integridad y calidad del ADN 

extraído y se cuantificó mediante tinción con bromuro de etidio utilizando el 

Quant-iT DNA Assay Kit Broad Range fluorometric assay (Molecular 

Probes Inc., Leiden, Holanda) (Landa et al., 2006) y con un 

espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, 

Wilmington, DE, EE.UU.). Las concentración de ADN obtenida de las 

muestras de suelo variaron en un rango de 5 a 30 ng/µl y fue utilizado 

directamente para su amplificación. 

 

 

III.3.3. Perfiles de las comunidades bacterianas 

 

La estructura de las comunidades bacterianas en el suelo de los 

olivares muestreados fue estudiada  mediante un enfoque molecular 

utilizando el análisis de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de 

Restricción Terminales Fluorescentes (FT-RFLP, siglas en inglés) de las 

secuencias amplificadas de la región 16S del ADNr. Los genes 16S ADNr 

se amplificaron utilizando los iniciadores 8f (5´-AGA GTT TGA TCC TGG 

CTC AG-3´) y 1492r (5´-ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT -3´) (Weisburg 

et al., 1991). El iniciador 8f fue marcado con FAM (6-carboxyfluoresceina) 

para la visualización de los fragmentos de restricción terminal (TRF). La 

reacción PCR se realizó en un volumen final de 25 µl utilizando 2.5 µl 10x 
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buffer libre de Mg, 2 mM MgCl2, 0.2 mM de cada dNTP, 15 µl de agua ultra-

pura estéril (Sigma, Molecular Biology Reagent), 1 mM de cada iniciador, 

0.5 μg RNasa, 0.33 µl de BiotaqTM polimerasa (BioLine, Londres, Reino 

Unido) y 2.5 µl del ADN diana de las muestras de rizosfera. La 

amplificación se realizó en un termociclador C1000 Bio-Rad (Bio-Rad, 

Madrid, España) y el programa para la amplificación constó de un paso de 

5 min de desnaturalización inicial a 95oC, seguido por 30 ciclos de 94 oC 

por 1 min, 54 oC por 45 s y 70 oC por 1 min, y una extensión final a 70 oC 

por 8 min. El éxito en la amplificación de la PCR fue inicialmente verificada 

mediante electroforesis en gel de agarosa antes de realizar el análisis FT-

RFLP. 

Para la digestión de los productos de PCR amplificados, se utilizaron 

los enzimas de restricción MspI y RsaI (Fermentas, St. Leon-Rot, 

Alemania). La digestión se realizó en 10 µl de reacción conteniendo 5 

unidades de las enzimas MspI o RsaI, y 4 µl del producto de PCR 

marcado. Las digestiones fueron realizadas a 37 oC durante 3 h seguidas 

de un paso de inactivación de 65 oC durante 10 min. Cuatro microlitros del 

ADN digerido se diluyeron en 6 µl de agua para el análisis de fragmentos. 

Los TRFs fueron separados en un analizador genético 3130XL (Applied 

Biosystems, Warrington, Reino Unido) en el Servicio Central de Apoyo a la 

Investigación (SCAI) de la Universidad de Córdoba. Los tamaños de los 

fragmentos fueron determinados utilizando el estándar de tamaño 

ROX500, y las matrices que contenían la incidencia, así como la altura y 

área de los picos de los datos individuales de TRF de todas las muestras 

se generaron con el paquete estadístico Genemapper version 3.7 (Applied 

Biosystems). Los picos menores de 100 unidades de fluorescencia y 50 pb 

no fueron incluidos en el análisis para eliminar los dímeros de iniciadores y 

otras pequeñas moléculas presentes en los perfiles, así como aquellos 

TRFs que no se encontraban presentes en al menos dos de las tres 

repeticiones de los perfiles. También los TRFs que difirieron en menos de 1 

pb fueron agrupados, a menos que los picos individuales fueran detectados 

de una forma reproducible. Finalmente los perfiles de FT-RFLP fueron 
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estandarizados basándose en el método descrito previamente por Dunbar 

et al., (2001). La abundancia relativa de cada TRF fue calculada como el 

ratio del área del pico para ese TRF respecto de la suma del área de todos 

los TRFs en el perfil, expresado en porcentaje. 

 

 

III.3.4. Estadísticos de diversidad y análisis de datos 

 

Los estadísticos de diversidad fueron calculados a partir de perfiles 

normalizados de las muestras de la rizosfera mediante el número y área de 

los picos (TRFs) en cada perfil como representaciones del número y 

abundancia relativa de filotipos o unidades taxonómicas operacionales 

(OTUs), según lo definido por Dunbar et al., (2000). La riqueza de filotipos 

(S) fue calculada como el número total de TRFs con distinto tamaño (entre 

50 y 500 pb) en el perfil. El índice de diversidad de Shannon-Weiner 

(Shannon y Weaver, 1963) fue calculado de la siguiente manera: H = - Σ 

(pi) (log pi), donde p es la proporción del área de un pico individual en 

relación con la suma de todas las áreas de los picos en una muestra (Hackl 

et al., 2004). 

Se llevó a cabo un análisis canónico discriminante (ACD) para 

determinar el grado de asociación entre los valores de TRFs obtenidos con 

los enzimas de restricción MspI y RsaI de forma independiente o 

combinados (MspI+RsaI) en relación a los distintos grupos de suelos de 

olivar establecidos, esto es, (i) los cuatro tipos de suelo (RGeu, CMeu 

RGca, y CMcc) y (ii) los seis sistemas de manejo (LT, G, NV-SM, T, M, NV-

C) en análisis independientes. En primer lugar, se realizó un análisis por 

pasos (‘stepwise’) mediante el módulo STEPDISC del paquete estadístico 

SAS (Statistical Analysis System, versión 9.1, SAS Institute, Cary, NC, 

EE.UU.) con objeto de eliminar aquellos TRFs del modelo discriminante 

que no aportasen información adicional o fuesen redundantes con los ya 

seleccionados de acuerdo al valor del estadístico Wilk’s lambda, así como 

añadir aquellos TRFs no incluidos previamente que mayor contribución 
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tuviesen en el modelo con objeto de obtener la función con el máximo 

poder discriminante (Khattree y Naik, 2000). Los TRFs seleccionados 

fueron utilizados para generar una función discriminante utilizando el 

módulo DISCRIM de SAS que se utilizó para determinar el nivel de 

precisión en la clasificación del conjunto de grupos de suelos de olivar en 

el estudio en base a la matriz total de covarianza y probabilidades a priori. 

 En una segunda fase, los TRFs seleccionados en el análisis 

discriminante se incluyeron en un análisis canónico utilizando el módulo 

CANDISC de SAS. Este análisis permite separar los grupos en el estudio 

(tipos de suelo y sistemas de manejo) en base a una combinación lineal de 

los TRFs seleccionados denominadas funciones o variables canónicas que 

maximizan la variación entre los grupos y minimizan la variación dentro de 

ellos. La distancia de Mahalanobis, definida como el cuadrado de la 

distancia entre las medidas de los valores estandarizados del valor central 

de cada grupo, fue utilizada para determinar la existencia de diferencias 

significativas entre los grupos (Khattree y Naik, 2000). Finalmente, los 

diferentes grupos analizados se representaron en relación a sus 

coordenadas frente a las tres primeras funciones canónicas en gráficos XY.  

 

 

III.4. RESULTADOS 

 

Las amplificaciones realizadas a partir del ADN extraído 

directamente de las muestras de suelo generó amplicones de 

aproximadamente 1.500 pb. Tanto la posición del fragmento (tamaño) 

como el área de éste se consideraron parámetros para la comparación de 

los perfiles bacterianos después de ser estandarizados según la 

metodología descrita por Hackl et al. (2004). Los dos enzimas de 

restricción utilizados para generar los perfiles genéticos en el análisis de 

FT-RFLP, MspI y RsaI, generaron de forma consistente entre 27 a 113 y 10 

a 55 picos o TRFs discernibles, respectivamente, dependiendo de la 

muestra de suelo y la repetición (Tabla III.1). Sin embargo, MspI generó un 

mayor número de TRFs diferentes (150) en comparación con RsaI (109) 
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(Tabla III.1). Los valores de los índices Riqueza y Shannon-Weiner de 

diversidad variaron dependiendo del enzima de restricción utilizado, el tipo 

de suelo y el sistema de manejo de éste (Tabla III.1).  

Cuando se analizaron estos estadísticos de diversidad obtenidos 

para MspI se encontró que los dos suelos en Sierra Morena (RGeu y 

CMeu) tenían valores significativamente (P=0.0273) mayores del índice 

Shannon-Weiner en comparación de los obtenidos para el suelo RGca de 

Campiña. Similarmente, existieron diferencias significativas (P=0.0020) en 

ambos índices de diversidad en función del sistema de manejo del suelo 

con el laboreo ligero (LT) y manejo de cubierta con ganado (G) en Sierra 

Morena y manejo de cubierta con desbroce en Campiña presentando los 

mayores valores de los índices Riqueza y Shannon-Weiner. Por otro lado, 

los suelos en zonas naturales de Campiña (NV-C) mostraron los menores 

valores de diversidad de estos índices (Tabla III.1). No se encontraron 

diferencias significativas para ambos índices de diversidad cuando se 

estimaron a partir de los TRFs obtenidos con el enzima RsaI (datos no 

mostrados). 

Tabla III.1. Índices de diversidad (rango) asociados a las comunidades bacterianas totales de 46 suelos 
de olivar y 12 áreas naturales localizados en diferentes tipos de sueloa bajo diferentes sistemas de 
manejo del suelo (SMS)b en dos de las zonas más representativas para el cultivo del olivo (Campiña y 
Sierra Morena) en Andalucía, sur de España 
 

 
aST = Regosol Eútrico (RGeu),Cambisol Eútrico (CMeu), Regosol Calcárico (RGca), y Cambisol Cálcico 
(CMcc)].  
bSMS= [laboreo ligero (LT), pastoreo con ovejas (G), laboreo (T), cubierta de suelo controlada por desbroce 
(M), y áreas naturales cubiertas por vegetación natural en cada localidad [NV-C (Campiña) y NV-SM (Sierra 
Morena)]. 

 86 



                                   Efecto del tipo y sistema de manejo del suelo en las comunidades bacterianas en suelos de olivar  

Se llevó cabo un análisis canónico discriminante para seleccionar 

aquellos TRFs más informativos y con mayor poder discriminante entre las 

diferentes muestras de suelo clasificadas en función del tipo de suelo 

(RGeu, CMeu, RGca, y CMcc) o del sistema de manejo [laboreo ligero 

(LT), manejo de cubierta con ganado (G), laboreo (L), manejo de cubierta 

con desbroce (M), y áreas naturales con vegetación natural en la zona de 

Campiña (NV-C) o Sierra Morena (NV-SM)] (Tabla III.2). Para cada 

agrupación (tipo de suelo y sistema de manejo) se obtuvo un conjunto de 

TRFs específico que mostró el máximo poder discriminante en función de 

la enzima de restricción utilizado o de si éstas se consideraron de forma 

individual o conjunta. 

Así, para los enzimas MspI y RsaI se seleccionaron una pequeña 

proporción de TFRs que osciló entre el 16,8 y 21,1%, respectivamente, 

pero que permitieron la correcta asignación de los 58 suelos en el estudio 

en función del tipo de clasificación a analizar (Tabla III.2). Este porcentaje 

fue aún inferior cuando se consideraron los dos enzimas de restricción 

simultáneamente en un único análisis en el que únicamente se 

seleccionaron en la función discriminante 19 (7,3%) ó 24 (9,3%) TRFs de 

un total de 259 cuando las muestras de suelo se clasificaron de acuerdo al 

tipo de suelo o el sistema de manejo, respectivamente (Tabla III.2). 

La función discriminante seleccionada permitió clasificar 

correctamente la totalidad de las muestras de suelo (100%) en función del 

tipo de suelo cuando los TRFs analizados se obtuvieron ya fuese utilizando 

el enzima de restricción MspI de forma individual o combinado con RsaI 

(Tabla III.3). De forma similar, para RsaI, el 100% de los suelos 

muestreados en Campiña fueron asignados de forma correcta a su tipo de 

suelo (RGeu y CMeu), mientras que el porcentaje de éxito fue del 93,75% 

de los suelos tipo RGeu y el 87,50% para los del tipo CMeu muestreados 

en Sierra Morena (Tabla III.3). 
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Los TRFs incluidos en la función discriminante para tipos de suelo 

(MspI y RsaI separadas o combinadas MspI+RsaI) se utilizaron 

posteriormente en un análisis canónico en el que se consideraron las tres 

primeras funciones canónicas. En las diferentes combinaciones, la primera 

función canónica explicó >77,5% de la variación, mientras que la segunda 

y tercera funciones canónicas explicaron entre el 3,42 al 18,85%, y entre el 

1,88 al 4,04% de la variación. La Fig. III.2 representa las diferentes 

muestras de suelo proyectadas en el plano formado por las diferentes 

combinaciones de las funciones canónicas 1 a 3. Las muestras de suelo se 

agruparon en función del tipo de suelo (RGeu, CMeu, RGca, y CMcc) para 

todas las combinaciones de MspI y RsaI individuales o combinadas 

MspI+RsaI (Fig. III.2).  

El grado de separación entre los diferentes tipos de suelo se estimó por la 

distancia de Mahalanobis que estima el cuadrado de la distancia entre las 

medidas de los valores estandarizados del valor central de cada grupo (tipo 

de suelo). De acuerdo a lo esperado, la distancia entre las diferentes 

combinaciones pareadas de tipo de suelo resultaron significativas 

independientemente de si los TRFs procedían de MspI (P<0,0001), RsaI 

(P≤0,0280) o MspI+RsaI (P≤0,0001). 
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Tabla III.3. Matriz de clasificacióna posterior al análisis discriminante de los suelos de las fincas de 
olivar y los suelos de las áreas naturales cercanas con diferente tipos de suelob localizados en dos de 
las zonas más representativas para el cultivo del olivo (Campiña y Sierra Morena) en Andalucía, sur de 
España. 

 
a Filas: Clasificaciones observadas, columnas: Clasificaciones predichas 
b ST = Regosol Eútrico (RGeu), Cambisol Eútricol (CMeu), Regosol Calcárico (RGca), y Cambisol Cálcico 
(CMcc)] 
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Figura III.2. Análisis canónico de los TRFs de las muestras de suelo para tipos de suelo (Mspl y Rsal 
separadas o combinadas) y proyección de las diferentes muestras de suelo en el plano formado por 
las diferentes combinaciones de las funciones canónicas ('Canonical root') 1 a 3. 
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De forma similar a lo descrito para los tipos de suelo, la función 

discriminante obtenida permitió clasificar la totalidad de las muestras de 

suelo (100%) de acuerdo a su sistema de manejo [laboreo ligero (LT), 

manejo de cubierta con ganado (G), laboreo (L), manejo de cubierta con 

desbroce (M), y áreas naturales con vegetación natural en la zona de 

Campiña (NV-C) o Sierra Morena (NV-SM)] cuando los TRFs fueron 

obtenidos a partir únicamente de MspI o combinada con RsaI. En este 

mismo sentido, cuando se utilizaron datos obtenidos con RsaI, el 100% de 

los suelos de zonas de Campiña fueron asignados de forma correcta a su 

sistema de manejo (L, M o NV-C) así como el 100% de las muestras de 

suelos con manejo de cubierta con ganado (G) de Sierra Morena. Sin 

embargo, el 90,0 y 83,3% de los suelos de Sierra Morena con laboreo 

ligero (LT) y zonas con vegetación natural (NV-SM), respectivamente, 

fueron asignadas correctamente a su sistema de manejo (Tabla III.4).  

En el análisis canónico utilizando los TRFs seleccionados en el 

modelo  discriminante para las distintas combinaciones o enzimas de 

restricción, la primera función canónica explicó >51,7% de la variación, 

mientras que la segunda y tercera funciones canónicas explicaron entre el 

13,4 al 25,7%, y entre el 8,1 al 13,5% de la variación, respectivamente. La 

Fig. III.3 representa las diferentes muestras de suelo proyectadas en el 

plano formado por las diferentes combinaciones de las funciones 

canónicas 1 a 3. Las muestras de suelo se agruparon en función del tipo 

de manejo del suelo [laboreo ligero (LT), manejo de cubierta con ganado 

(G), laboreo (L), manejo de cubierta con desbroce (M), y áreas naturales 

con vegetación natural en la zona de Campiña (NV-C) o Sierra Morena 

(NV-SM)] para todas las combinaciones de MspI y RsaI individuales o 

combinadas MspI+RsaI (Fig. III.3). De acuerdo a lo esperado, la 

comparación dos a dos de las diferentes combinaciones de sistemas de 

manejo resultaron estadísticamente significativas ya fuese para TRFs 

obtenidos de MspI (P<0,0001), RsaI (P≤0,0035) o MspI+RsaI (P≤0,0001). 
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Tabla III.4. Matriz de clasificacióna posterior al análisis discriminante de los suelos de las fincas de 
olivo y los suelos de las áreas naturales cercanas con diferente tipos de manejo (SMS)b en dos de las 
zonas más representativas para el cultivo del olivo (Campiña y Sierra Morena) en Andalucía, sur de 
España. 

 
a Filas: Clasificaciones observadas, columnas: Clasificaciones predichas 
bSMS= [laboreo ligero (LT), pastoreo con ovejas (G), laboreo (T), cubierta de suelo controlada por desbroce 
(M), y áreas naturales cubiertas por vegetación natural en cada localidad [NV-C (Campiña) y NV-SM (Sierra 
Morena)]. 
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Figura III.3 Análisis canónico de los TRFs de las muestras de suelo para tipos de manejo (Mspl y Rsal 
separadas o combinadas) y proyección de las diferentes muestras de suelo en el plano formado por 
las diferentes combinaciones de las funciones canónicas ('Canonical root') 1 a 3. 
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III.5. DISCUSIÓN  

 

Durante los últimos años, en el olivar español, y fundamentalmente 

el Andaluz, se han producido notables innovaciones tecnológicas, que 

confieren confianza al sector productivo respecto de la capacidad de 

mantener su estabilidad y competitividad para hacer frente al progresivo 

incremento de exportación de aceite de oliva a nuevos países 

consumidores. Entre tales innovaciones, que definen la ‘Nueva olivicultura’, 

destacan el establecimiento de nuevas plantaciones de mayor densidad 

(400-600 árboles/ha) y el desarrollo de una industria viverística para 

obtener plantas de un solo tronco y precoz entrada en producción (Rallo, 

1998). Adicionalmente, en la actualidad se están implementando métodos 

alternativos al laboreo convencional para minimizar la erosión, uno de los 

problemas fundamentales del olivar en numerosas zonas, incluyendo el 

laboreo ligero, o el no laboreo combinado con control mecánico 

(desbrozadora), químico (herbicidas) o animal de las malas hierbas, o 

manteniendo éstas como cubierta vegetal natural o siembra de una 

cubierta en otoño y eliminación de éstas en primavera mediante la 

aplicación de herbicidas, desbroce o pastoreo, entre otros (CAP-JA, 2009; 

Milgroom et al., 2007). Otras innovaciones han permitido que los sistemas 

tradicionales de secano sean sustituidos de forma paulatina por 

plantaciones intensivas con riego por goteo para incrementar y estabilizar 

la producción. Además, el olivar no ha sido ajeno a la tendencia mundial de 

uso de estrategias sostenibles de bajo impacto ambiental, de forma que se 

están promoviendo nuevos sistemas de manejo como la producción 

integrada y ecológica con objeto de reducir el impacto negativo que tiene el 

uso excesivo de pesticidas y fertilizantes.  

El excesivo laboreo, o uso de pesticidas y fertilizantes se ha 

constatado que contribuyen en gran medida a disminuir o incluso eliminar 

la biodiversidad del suelo debido a una degradación de la vegetación 

natural causando un impacto directo en los microorganismos y microfauna 

asociada al suelo rizosférico. En este sentido, existe un gran número de 
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estudios en diferentes áreas geográficas de ambiente Mediterráneo en los 

que se relaciona la influencia del manejo del suelo en olivar, incluyendo el 

empleo de cubiertas vegetales, con la erosión del suelo y/o la 

disponibilidad y pérdida de agua y nutrientes entre otros (P. ej., Francia et 

al., 2006; Gómez et al., 1999; Milgroom et al., 2007; Villalobos et al., 2006). 

Sin embargo, son pocos los trabajos realizados relacionados con el estudio 

de la Ecología Microbiana en cultivos leños a nivel mundial, y en el caso 

del olivo son aún más escasas las investigaciones en relación al efecto de 

los diferentes sistemas de manejo del cultivo en la biodiversidad 

microbiana del suelo y la rizosfera. Por este motivo, en la actualidad, en 

nuestro grupo de investigación se han iniciado  investigaciones que se 

están enfocando al estudio del  efecto de los diferentes sistemas de 

manejo del suelo y del cultivo en: i) la composición y diversidad genética, 

funcional y metabólica de las comunidades bacterianas del suelo y la 

rizosfera de olivo, y ii) el estatus de calidad biológica y fitosanitario de 

suelos de olivar en Andalucía, por ser la zona más importante del mundo 

de este cultivo.  

Es conocido que en muchos cultivos factores de manejo tales como 

laboreo, fertilización química, utilización de enmiendas orgánicas, y 

aplicación de pesticidas entre otros, ejercen un efecto sobre la estructura y 

diversidad de las comunidades microbianas tanto del suelo como de la 

rizosfera (Kushwaha y Singh, 2005). No obstante, hasta hace relativamente 

poco tiempo no se ha determinado el efecto de estas prácticas de manejo 

del cultivo en las características biológicas de los suelos de olivar en 

Andalucía, y cuando se han llevado estudios de este tipo han sido en un 

número muy reducido de olivares o dentro de una misma finca 

experimental subdividida en zonas con diferentes sistemas de manejo 

(P.ej., Benítez et al., 2006; García Ruiz et al., 2009; Melero et al., 2009; 

Moreno et al., 2009).   

En la presente Tesis doctoral se ha determinado el efecto del tipo 

del suelo y del manejo de éste (laboreo, utilización de cubierta con 

desbroce o control por ganado, entre otros) en la estructura de las 
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comunidades bacterianas del suelo en 48 fincas comerciales de olivar 

diferentes en dos de las zonas principales de olivar y más representativas 

en Andalucía. De acuerdo  a nuestra información, este trabajo representa 

la primera aproximación a un estudio de la diversidad de comunidades 

bacterianas en gran extensión y a nivel comercial y no experimental. 

Nuestros resultados demuestran que el tipo de suelo condicionó de forma 

significativa la estructura de las poblaciones bacterianas en el suelo de 

estos olivares, y que grupos taxonómicos operacionales concretos OTUs 

(ejemplificados por los TRFs) pueden ser asociados con cada uno de los 

suelos. Este hecho es interesante puesto que los cuatro suelos analizados 

presentan características fisicoquímicas y biológicas muy próximas con 

mínimas diferencias (Álvarez et al., 2007; Soriano et al., 2009). Por 

ejemplo, en estos mismos suelos de Sierra Morena el contenido en arena, 

la respiración del suelo y los niveles de población bacterianos totales 

fueron significativamente mayores en CMeu que en el RGeu, mientras que 

el efecto fue el opuesto para el pH y la CIC (Álvarez et al., 2007). Por otro 

lado, en los suelos de Campiña no existieron diferencias significativas en 

ninguno de los parámetros fisicoquímicos y biológicos evaluados 

anteriormente citados (Soriano et al., 2009).  

 Nuestros resultados demostraron que el sistema de manejo del 

suelo en olivar tiene un efecto significativo en la diversidad y estructura de 

poblaciones bacterianas totales, ya que los 48 suelos de olivar pudieron 

ser adecuadamente discriminados en función del tipo de manejo del suelo 

y a su vez los suelos de olivar pudieron ser diferenciados de zonas con 

vegetación natural cercanas. Es interesante destacar que los suelos de 

Sierra Morena con vegetación natural o con olivares caracterizados por un 

bajo nivel de inputs e intensificación presentaron los mayores niveles de 

los índices de diversidad junto con los suelos de la Campiña con presencia 

de una cubierta vegetal y uso del desbroce para controlar la vegetación. 

Este hecho puede ser explicado por la baja intensificación y alto aporte de 

materia orgánica de los suelos de olivar en Sierra Morena que presentan 

una situación en sus propiedades fisicoquímicas y biológicas muy similares 
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a los de las zonas naturales cercanas (Álvarez et al., 2007). Por otro lado 

los menores valores de los índices de diversidad obtenidos en las zonas 

naturales de la Campiña se pueden atribuir al hecho de que dichas zonas 

no se encuentran cultivadas por corresponder a zonas pobres, pedregosas 

o de menor interés para ser transformadas en zonas de cultivo (Álvarez et 

al., 2009).   

En este contexto, en otros trabajos, el efecto de diferentes sistemas 

de manejo y prácticas de cultivo del olivo como tipo de fertilización 

(orgánica vs convencional), uso de cubiertas y control químico de malas 

hierbas se han podido asociar a cambios en las características bioquímicas 

del suelo, así como en algunos parámetros biológicos (P.ej., Bastida et al., 

2008; Benítez et al., 2006; García-Ruiz et al., 2009; Hernández et al., 2005; 

Moreno et al., 2009). Así, en un trabajo reciente llevado a cabo en 

Andalucía en una finca experimental de olivar se demostró que los suelos 

de olivar con cubierta presentaban mayor biomasa bacteriana y diversidad 

en comparación con suelos sin cubierta y que en los tratamientos en los 

que la eliminación de malas hierbas se realizaba con herbicidas fueron en 

los que se encontraron menores niveles de actividad microbiana y 

diversidad (Moreno et al., 2009). En el sureste de  Italia la utilización en el 

riego del agua residual de la molienda de olivo se ha constatado que tiene 

un efecto significativo y consistente en las comunidades microbianas del 

suelo y rizosfera debido a alteraciones de las propiedades físico-químicas 

del suelo, condiciones oxidativas, competición por nitrógeno, disponibilidad 

de fenoles minerales y alteración de las fuentes de carbono (Karpouzas et 

al., 2009, 2010). Asimismo, en el sureste de Italia se ha demostrado que 

los microorganismos del suelo responden de forma significativa a la 

aplicación de un manejo sostenible (caracterizado por no laboreo, 

fertilización química integrada, aporte de materia orgánica, riego por goteo, 

cubiertas vegetales e incorporación de material vegetal de poda). Ya que 

este sistema de manejo mostró mayores niveles de poblaciones totales de 

bacterias cultivables, principalmente relacionadas con el proceso del ciclo 

del nitrógeno, así como  una mayor diversidad genética, metabólica y 
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funcional de los microorganismos del suelo en relación a otros sistemas de 

manejo más intensivos o tradicionales lo cual puede proporcionar 

evidentes beneficios para el rendimiento y calidad del olivo (Sofo et al., 

2010).  

En nuestro estudio solo comparamos olivares bajo sistema de 

producción orgánico o ecológico con diversos sistemas de manejo del 

suelo. Sin embargo es de destacar el hecho de que el análisis canónico 

discriminante realizado con 58 suelos permitió identificar ciertas 

poblaciones o grupos taxonómicos bacterianos concretos (OTUs) que 

están asociados diferencialmente a tipos de suelo y/o sometidos a ciertos 

manejos, por lo que si dichos grupos bacterianos son caracterizados a 

nivel de especie o aislado podrían actuar como indicadores biológicos de 

dichos sistemas de manejo. En este sentido el estudio de la biodiversidad 

microbiana del suelo y rizosfera de olivar mediante esta metodología FT-

RFLP y otras similares permite establecer claramente diferencias entre 

sistemas de manejo y por tanto evaluar el desarrollo, perturbación y 

madurez de un agroecosistema. La aplicación de esta metodología y otras 

de mayor poder de discriminación como el análisis metagenómico de las 

comunidades rizosféricas en olivar desde un punto de vista de análisis 

estructural y funcional, permitiría mejorar la toma de decisiones para la 

selección de sistemas óptimos de manejo o adoptar nuevas técnicas 

capaces de mejorar el sistema productivo del olivo, además de  preservar 

la calidad, salud y fertilidad del suelo (Anderson, 2003; Govaerts et al., 

2008; Hochstrat et al., 2006; Kushwaha y Singh, 2005; Lal, 2004). 
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En este capítulo se recogen los resultados relativos al objetivo 

segundo de esta Tesis Doctoral, en el cual se pretendía: 

 

 

 

 

 

Determinar el efecto del material vegetal de origen y del genotipo de 

plantones certificados de variedades olivo (Olea europaea L. subsp. 

europaea var. europaea) estructura inicial y densidades de población  de 

las comunidades bacterianas en el sistema radical y los cambios 

producidos en aquéllas después de 1,5 años de interacción con un suelo 

de cultivo seleccionado ad hoc. 
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IV.1. RESUMEN 

 

Entre los árboles cultivados, el olivo es uno de los cultivos con 

mayor riqueza y variabilidad genética. La especie vegetal, los genotipos o 

cultivares y los estadíos de crecimiento de las plantas huéspedes, son 

considerados los principales factores bióticos que pueden determinar la 

estructura de las comunidades bacterianas del sistema radical de las 

plantas. Por tanto, la diversidad genética y origen del material vegetal de 

propagación del olivo cultivado, pueden ser factores importantes que 

influencien la estructura y diversidad de las comunidades bacterianas en la 

rizosfera y endosfera del olivo. El objetivo general del presente estudio fue 

determinar la influencia específica del cultivar de plantones de olivo 

certificados, el efecto del vivero de origen del material vegetal, así como el 

efecto del tiempo de crecimiento en un suelo natural sobre las 

comunidades bacterianas totales y cultivables de la rizosfera y endosfera 

utilizando para ello un análisis basado en técnicas cultivo-dependientes e 

independientes. Los resultados indican que el genotipo del olivo tiene una 

marcada influencia en la densidad inicial de población de bacterias 

cultivables totales (BCT) y Pseudomonas spp. (Ps) en la rizosfera y 

endosfera de los diferentes plantones de olivo que a su vez variaron 

significativamente en función del vivero de origen muestreado (REY, COT y 

PC); siendo los cultivares Arbequino y Frantoio procedentes del vivero PC 

los que presentaron las mayores densidades de población. Asímismo, las 

poblaciones de BCT y Ps fluorescentes en la rizosfera y endosfera variaron 

significativamente en función del tiempo de crecimiento en condiciones de 

campo en un suelo natural, el cultivar de origen y sus interacciones, 

manteniéndose unos niveles de población estables o con tendencia 

creciente durante los 18 meses de duración del experimento. El análisis 

FT-RFLP de las comunidades bacterianas totales de la rizosfera agrupó a 

los diferentes cultivares de olivo de acuerdo al vivero de procedencia en 

dos grupos principales I (REY) y II (COT y PC). Así mismo, el análisis FT-

RFLP de las comunidades bacterianas totales de la rizosfera de olivo de 
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seis cultivares de olivo muestreados en distintos tiempos de crecimiento 

diferenció los tratamientos en primer lugar en función del tiempo de 

muestreo y en segundo lugar en función del genotipo de olivo, indicando 

que la estructura de población bacteriana en la rizosfera de olivo está 

determinada fuertemente en el momento del transplante por el genotipo de 

procedencia, posteriormente existe cierta homogeneización en la 

diversidad de la estructura de las comunidades bacterianas tras 12 meses 

después del transplante a un suelo natural, tras lo cual el efecto marcado 

del genotipo se vuelve a manifestar a los 18 meses de crecimiento, 

fundamentalmente en los cultivares Arbequina y Picual.  

 

 

IV.2. INTRODUCCIÓN 

 

Se sabe que las plantas ejercen un fuerte efecto sobre la 

abundancia, diversidad y actividad de los microorganismos del suelo. Las 

interacciones planta-microorganismo en la rizosfera y endosfera han sido 

objeto de un número considerable de estudios debido a que se ha 

demostrado que el sistema radical de las plantas puede constituir una 

importante fuente de microorganismos útiles para su uso en la agricultura 

incluyendo agentes de biocontrol de fitopatógenos así como rizobacterias 

promotoras del crecimiento. La rizosfera se ha definido como el 

compartimento de suelo que está influenciado por las raíces de las plantas 

y por los compuestos que éstas liberan (Sorensen y Sessitch, 2007). Las 

bacterias endofitas, se consideran poblaciones bacterianas que pueden ser 

originadas y seleccionadas por la planta a partir de la rizosfera, y pueden 

ser definidas como aquellas bacterias que pueden colonizar el tejido 

interno de las plantas sin que éstas muestren síntomas y signos de 

infección o efectos negativos sobre su crecimiento (Holliday, 1989). Las 

bacterias endofíticas son omnipresentes en la mayoría de las especies de 

plantas residiendo latentemente o colonizando activamente el tejido interno 
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de su huésped y desarrollando un amplio rango de interacciones 

beneficiosas diversas  (Ryan et al., 2008; Sun et al., 2008).  

El tipo de suelo, el genotipo de la planta, así como el estado de 

crecimiento de las mismas, son considerados los principales factores 

bióticos y abióticos que controlan la estructura (abundancia y diversidad) 

de las comunidades bacterianas de la rizosfera y endosfera. Sin embargo, 

la importancia relativa de cada uno de estos factores en influenciar y 

gobernar la composición de las comunidades bacterianas de la rizosfera 

varía de acuerdo al estudio. En este contexto, se ha documentado en 

algunos estudios que existe una mayor influencia del tipo del suelo que del 

genotipo de la planta sobre la composición de las comunidades 

bacterianas  (i.e., Dalmastri et al., 1999; Kowalchuk et al., 2002; Marschner 

et al., 2001; Rengel et al., 1996; Sanguin et al., 2009; Singh et al., 2007). 

En estas investigaciones, se ha considerado que diferentes tipos de suelos 

muestran características físico-químicas distintivas incluyendo diferencias 

en el tamaño y distribución de las partículas, pH, aireación etc., las cuales 

influencian directamente las comunidades microbianas al proveer un 

hábitat específico e indirectamente al influenciar la liberación de los 

exudados de las raíces de las plantas (Garveba et al., 2003). En contraste, 

en otros estudios, la especie de la planta es considerada uno de los 

factores más importantes que condiciona las comunidades bacterianas de 

la rizosfera mostrando un mayor efecto e influencia sobre la estructura y 

composición de éstas que el tipo de suelo (e.g., Appuhn et al., 2006; 

Grayston et al., 1998; Lemanceu et al., 1995; Marschner et al., 2004; 

Merbach et al., 1999; Miller et al., 1989; Wieland et al., 2001). Por lo 

anterior, se considera que los depósitos y exudados de las raíces de las 

plantas forman un microambiente único que tiene un impacto directo en las 

condiciones físico-químicas del suelo así como en la actividad biológica y 

composición de las comunidades bacterianas ya que los exudados de la 

raíz representan una importante fuente de sustratos disponibles para los 

microorganismos dando lugar al nicho ecológico único que conforman la 
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rizosfera y endosfera (Filion et al., 2008; Raaijmakers et al., 2009; Ryan et 

al., 2009).  

Es también conocido que las especies de plantas desempeñan un 

papel fundamental en la dinámica y estructura de las comunidades 

bacterianas (Ahn et al., 2007; Berg et al., 2005; Germida et al., 1998; Jung 

et al., 2008; Marilley  y Aragno, 1999; Mendes et al., 2007; Park et al., 

2005). Así, los resultados de varias investigaciones han aportado 

evidencias que revelan que las raíces difieren de acuerdo a la especie de 

la planta, el genotipo, el cultivar, así como del estado de crecimiento y 

desarrollo de las mismas. Igualmente, se ha demostrado que existe una 

variación natural en los patrones y calidad de los exudados en las raíces 

que está genéticamente regulado en las plantas, que pueden ser altamente 

específicos para una especie de planta o incluso para un genotipo o 

cultivar en particular, sugiriendo que esas diferencias en los patrones de 

exudación explican la influencia específica del genotipo de la planta sobre 

la composición de las comunidades microbianas de la rizosfera y endosfera 

(Adams et al., 2002; Appuhn et al., 2006; Kowalchuck et al., 2002; 

Marschner et al., 2001, 2005; Meredith et al., 2009; Smalla et al., 2001; 

Zinniel et al., 2002). De este modo, en los últimos años, diversos estudios 

han obtenido evidencia experimental acerca de la influencia selectiva de 

genotipos de plantas específicos, cultivares e incluso ecotipos, sobre la 

composición de las comunidades bacterianas en la rizosfera y endosfera 

(De Long et al., 2002; Marschner et al., 2001; 2005; 2006; Mazzola et al., 

2004; Micallef et al., 2009; Rumberger et al., 2004; 2007). Por otra parte, 

investigaciones recientes cuyo objetivo fue analizar componentes 

microbianos específicos de la rizosfera tales como cepas de Pseudomonas 

spp. fluorescentes  productoras del antibiótico 2,4-diacetilfluoroglucinol han 

demostrado que ciclos sucesivos de monocultivo de diferentes especies de 

plantas (Bergsma-Vlami et al., 2005; De La Fuente et al., 2006; Landa et 

al., 2003; Mazzola et al., 2004; Okubara et al., 2004) o de diferentes 

genotipos (cultivares) de una especie de planta determinada (Landa et al., 

2002; 2006; Mazzola et al., 2002; Notz et al., 2001; Okubara y Bonsall, 
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2008; Picard et al., 2004) enriquecen de forma diferencial y sustentan 

poblaciones específicas de este grupo de bacterias. 

En este contexto, las especies de plantas leñosas de gran 

longevidad son un caso muy particular de monocultivo.  Entre las especies 

leñosas cultivadas, el olivo (Olea europaea L. subsp. europaea var. 

europaea) es una de las especies de mayor longevidad y riqueza en 

biodiversidad genética (Rallo y Martín, 2000). Por miles de años, el olivo ha 

sido culturalmente y económicamente el principal cultivo oleaginoso en la 

Cuenca del Mediterráneo, donde actualmente existen cerca de 9.5 millones 

de ha de cultivo, representando el 95% del total del área cultivada en el 

mundo (Issaoui et al., 2008). Los diferentes cultivares de olivo muestran un 

amplia gama de variabilidad genética para un gran número de caracteres 

agronómicos incluyendo tamaño del fruto, contenido de aceite y diferente 

grado de adaptabilidad a estreses bióticos y abióticos.  

En los últimos años, las herramientas moleculares han sido 

extensamente utilizadas para investigar la diversidad genética, relación 

filogenética e identificación de variedades tanto de formas cultivadas como  

silvestres de olivo (Olea europaea L. subsp. europaea var. sylvestris) (e.g., 

Angiolillo et al., 1999; Belaj et al., 2002; 2007; Cordeiro et al., 2008). Los 

resultados de estas investigaciones han mostrado que a nivel mundial, la 

región con mayor diversidad genética del olivo corresponde a la parte 

Oeste de la Cuenca del Mediterráneo, principalmente la Península Ibérica y 

el Magreb (Lumaret et al., 2004). Dentro de la Cuenca del Mediterráneo, 

España es el primer productor de aceite de olivo en el mundo, y Andalucía, 

la región sur del país, es considerada la principal zona de producción con 

1.5 millones de ha, lo cual representa el 62% del total del área cultivada en 

España y el 39% de la producción total de aceite de oliva en el mundo 

(Consejería de Agricultura y Pesca, Junta de Andalucía, 2007). En 

Andalucía siete variedades de olivo (Picual, Lechín de Sevilla, Hojiblanca, 

Picudo, Manzanilla de Sevilla, Verdial de Huévar y Nevadillo Negro) 

constituyen el 90% de la superficie cultivada, mientras que otro 5% está 

constituido por ocho variedades (Arbequina, Gordal Sevillana, Aloreña, 

 115



Capitulo IV                                                                                                                                              . 

Verdial de Vélez-Málaga, Lechín de Granada, Pico Limón, Manzanilla 

Serrana, y Alameño Blanco) (CAP-2003).  

 La variedad predominante en Andalucía es 'Picual', con 857.746 ha 

cultivadas (58,2% de la superficie total), siendo también la variedad más 

extendida, empleándose en gran medida en nuevas plantaciones por su 

productividad y alto rendimiento graso. Su importancia en el total del olivar 

andaluz viene dada por el peso que tiene en las provincias de Jaén, donde 

supone casi la totalidad del olivar (98,6% de la superficie), Granada 

(69,3%) y Córdoba (39,8%) (CAP-2003). Sin embargo, actualmente, otros 

cultivares de olivo han sido introducidos procedentes de otras regiones y 

países, tales como el cultivar Catalán Arbequina y el cultivar Italiano 

Frantoio, que están siendo actualmente introducidos en nuevas 

plantaciones o utilizados para reemplazar árboles infectados por 

Verticilosis, la enfermedad más severa de este cultivo en el mundo (Paz-

Aguilera et al., 2005). Esto es debido a que estos cultivares se consideran 

tolerantes ya que presentan menor incidencia y severidad de síntomas por  

la infección del patotipo defoliante de V. dahliae. 

En Andalucía, el establecimiento de nuevas plantaciones se ha 

incrementado de forma constante durante la última década, asociado a la 

innovación y mejoramiento de las técnicas de propagación (tales como la 

propagación de estaquillas semileñosas bajo nebulización en túneles) que 

facilita la rápida producción de plantones comerciales homogéneos 

(Caballero y del Río, 1999). En los viveros de Andalucía, el proceso para 

obtener los plantones de olivo a partir de estaquillas semileñosas con 

algunos primordios de raíces requiere de largos periodos de enraizado en 

substrato artificial compuesto principalmente por diferentes mezclas de 

turba y perlita. Consecuentemente,  para obtener plantones comerciales de 

8 a 10 meses, las plantas se cultivan de forma individual en bolsas de 

plástico con 2 o 3 litros de suelo natural o una mezcla de turba y suelo en 

bolsas de plástico durante varios meses. 

A partir del conocimiento existente sobre la influencia del genotipo 

de la planta en modelar la estructura de las comunidades bacterianas, en 
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este estudio, planteamos la hipótesis de que diferentes cultivares de 

plantones de olivo pueden albergar comunidades bacterianas distintivas en 

su rizosfera y endosfera. Estas comunidades bacterianas pueden diferir 

desde los estadios iniciales de propagación vegetativa en el vivero de 

acuerdo al genotipo de la planta madre de origen y el sustrato artificial o 

suelo donde los plantones son propagados; posteriormente, estas 

comunidades pueden ser moldeadas durante su establecimiento en el 

campo donde cada genotipo puede seleccionar, enriquecer y sustentar 

poblaciones específicas de rizobacterias a través de los años de 

crecimiento en los diferentes suelos naturales y diferentes condiciones 

ambientales. En este escenario, para avanzar en nuestro conocimiento en 

la influencia del genotipo de la planta sobre las comunidades bacterianas 

de la rizosfera se utilizó un enfoque cultivo-dependiente y cultivo-

independiente para estudiar comparativamente las comunidades 

bacterianas de los cultivares de olivo más comúnmente utilizados en 

Andalucía, España.  

Los objetivos específicos de la presente investigación fueron: i) 

explorar la influencia selectiva de plantones certificados de diferentes 

cultivares de olivo procedentes de diferentes viveros sobre la composición 

de las comunidades bacterianas totales de la rizosfera y endosfera, ii) 

investigar los cambios producidos sobre la estructura de la composición de 

las comunidades bacterianas iniciales de la rizosfera y endosfera de los 

cultivares de olivo después de 1,5 años de crecimiento bajo condiciones 

naturales en un suelo natural seleccionado ad hoc y iii) caracterizar la 

densidad de población de bacterias heterotróficas totales y de 

Pseudomonas fluorescentes cultivables más abundantes asociadas con 

estos cultivares. Hasta donde sabemos, esta investigación representa el 

primer estudio comparativo de la estructura de las comunidades 

bacterianas de la rizosfera y endosfera en plantones certificados de 

diferentes cultivares comerciales de olivo en Andalucía, España. 
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IV.3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

IV.3.1. Cultivares de olivo 

 

Se utilizaron plantones de olivo de nueve meses de edad 

procedentes de clones de planta madre certificada de seis variedades: 

Picual (P), Arbequina (A), Frantoio (F), Hojiblanca (HB), Picudo (Pi) y 

Manzanillo (M), que fueron adquiridos de diferentes viveros comerciales en 

España: 1) REYPRA S.L., Reyes y Prada, Écija, Sevilla (REY); 2) 

COTEVISA, Comercial Técnica y Viveros S.L. Valencia, Valencia (COT) y; 

3) Plantas Continental S.A. Posadas, Córdoba (PC). Todas las plantas 

muestreadas se originaron  a partir de estaquillas semileñosas bajo túneles 

de nebulización y tenían una edad y estado de crecimiento similar tras 8 

meses de crecimiento en una mezcla de suelo y turba bajo condiciones 

ambientales de campo. 

 

 

IV.3.2. Efecto del tiempo de crecimiento y cultivar de olivo sobre 

las comunidades bacterianas de la rizosfera y endosfera 

 

Para el experimento se usaron plantones de olivo de nueve meses 

de edad de seis cultivares diferentes (A, F, HB, M, P, y Pi) provenientes del 

vivero REY. Un suelo arcilloso sin historial de cultivo reciente por lo menos 

en los últimos 10 años fue seleccionado ad hoc para evaluar la interacción 

con los cultivares de olivo. Los análisis fisicoquímicos fueron determinados 

según la metodología descrita previamente (Álvarez et al., 2007) por el 

Laboratorio oficial Agroalimentario de Córdoba (Córdoba, España) y 

fueron: 11.96 meq/100 g de capacidad de intercambio catiónico; 1.34% de 

C orgánico; 0.07% de N orgánico; pH en H2O 8.55; pH en CIK 7.75; 

contenido del 15.6% de arcilla, 46.6% de arena y 37.8% de arena fina. 

Los plantones de cada cultivar de olivo se extrajeron 

cuidadosamente de la maceta del vivero, las raíces se agitaron para 
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remover la mayoría del sustrato y se lavaron en agua destilada estéril. 

Posteriormente, los plantones fueron trasplantados en macetas 

conteniendo 2 kg del suelo seleccionado. Todas las macetas fueron 

colocadas en un umbráculo en condiciones naturales por 18 meses. Por 

cada cultivar se realizaron 18 repeticiones donde cada maceta fue 

considerada una repetición. Las plantas fueron regadas de acuerdo a sus 

requerimientos y fueron fertilizadas con 100 ml de una solución fertilizante 

(Haifa Chemicals, Ltd., Haifa, Israel, 20-5-32 de N-P-K + micronutrientes) 

cada 6 meses. Después de 12 y 18 meses de  crecimiento, 6 plantas de 

cada cultivar de olivo seleccionadas al azar fueron muestreadas y se 

determinaron las comunidades bacterianas totales de la rizosfera así como 

las poblaciones bacterianas heterotróficas cultivables más abundantes de 

la rizosfera y endosfera y poblaciones cultivables de Pseudomonas 

fluorescentes como se describe en el apartado IV.3.3. 

 

 

IV.3.3. Extracción de las comunidades bacterianas de la 

rizosfera y endosfera 

 

De cada una de las plantas se extrajo el sistema radical intacto, se 

agitó cuidadosamente de forma manual para remover todo el suelo-

sustrato con la excepción del que está adherido íntimamente a las raíces 

de las plantas de forma natural. Posteriormente, las raíces se cortaron en 

fragmentos de 1- 2 cm. Las comunidades bacterianas de la rizosfera se 

obtuvieron agitando vigorosamente 2 g de raíces en 20 ml de agua 

destilada estéril  durante 10 min y posteriormente se sometió a un baño de 

ultrasonido (Ultrasons, JP Selecta SA, Barcelona, España) por 10 min. La 

suspensión resultante se consideró que contenía las poblaciones 

bacterianas de la rizosfera.  

Para la extracción del ADN del suelo rizosférico, se recogió el 

“pellet” o precipitado a partir de las suspensiones de la rizosfera después 

de tres pasos de centrifugación consecutiva (1 ml cada paso)  a 11,000 x g 
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por 4 min. Para las comunidades bacterianas de la endosfera, los 

fragmentos de raíz (2 g) fueron esterilizados superficialmente con una 

solución al 2% de hipoclorito de sodio (NaOCl) durante 3 min y lavados tres 

veces con agua destilada estéril. Las muestras de raíz fueron trituradas 

utilizando un molino (Bosh MMB 2000, Robert Bosch España, S.A., Madrid, 

España) con 100 ml de agua destilada estéril. La suspensión resultante se 

consideró que contenía las comunidades bacterianas de la endosfera. Para 

confirmar que la esterilización superficial fue alcanzada en forma exitosa,  

se sembraron alícuotas de 100 µl del agua destilada estéril usada en el 

último paso de lavado de las muestras de las raíces en medio R2A agar de 

bajo contenido nutritivo (Biolife Italiana S.r.l. Milan, Italia). Las placas 

fueron examinadas para determinar la existencia de crecimiento bacteriano 

después de un periodo de incubación a 28oC durante 3 días. 

 

 

IV.3.4. Determinación de las densidades de población de las 

bacterias heterotróficas cultivables totales y Pseudomonas 

fluorescentes más abundantes 

 

La densidad de población de las bacterias heterotróficas totales y 

Pseudomonas spp. fluorescentes más abundantes en la rizosfera y 

endosfera se determinaron utilizando el método de dilución terminal del 

punto final (Landa et al., 2003, 2006). Brevemente, las suspensiones de la 

rizosfera y endosfera obtenidas de la forma anteriormente descrita fueron 

diluidas en serie (1:3) en una microplaca de 96 pocillos los cuales se 

llenaron previamente con 200 µl de agua destilada estéril por pocillo. 

Posteriormente, 50 µl de cada dilución fue transferido a un pocillo de una 

microplaca conteniendo 200 µl de 1/10x de medio caldo soja triptona [Difco 

Laboratories, Detroit, MI, EE.UU.] suplementado con cicloheximida (100 

µg/ml) (1/10x TS+ caldo ) para estimar las poblaciones heterotróficas 

cultivables totales (BCT) o 1/3x de medio B de King (1/3x KMB) 

suplementado con ampicilina (40 µg/ml), cloranfenicol (13 µg/ml) y 
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cicloheximida (100 µg/ml) (1/3x KMB+++) para estimar las poblaciones de 

Pseudomonas spp. fluorescentes (Ps) (Landa et al., 2003). 

Las microplacas se incubaron a 28oC en oscuridad y el crecimiento 

fue medido utilizando un fluoroespectómetro Tecan Safire (Tecan España, 

Barcelona, España) después de 72 h; una densidad óptica a 595 nm 

(OD590nm) ≥ 0,09 se consideró como crecimiento positivo. El último pocillo 

de la dilución terminal presentando crecimiento (TDC) se utilizó para 

calcular la densidad de población de BCT y Ps (Landa et al., 2003, 2006).  

 

 

IV.3.5. Extracción de ADN de la rizosfera y análisis del 

polimorfismo de la longitud del fragmento de restricción terminal 

fluorescente (FT-RFLP) 

 

La extracción del ADN de la rizosfera se realizó utilizando el kit de 

extracción MoBio UltracleanTM soil DNA (MoBio laboratories, Inc; Carlsbad, 

CA, EEUU). Para este propósito, el ADN se obtuvo a partir de los “pellets” 

obtenidos de la rizosfera (aproximadamente 200 mg) de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante con las siguientes modificaciones: i) las 

muestras de la rizosfera se agitaron para disgregar las partículas de suelo 

y células bacterianas en el sistema FastPrep-24 (MP Biomedicals, Inc. 

Francia) a 6,0 m/s por 40 s y ii) se utilizó agua para la elución del ADN en 

el paso final en lugar de la solución proporcionada por el fabricante. Se 

evaluó la integridad y calidad del ADN extraído y se cuantificó mediante 

tinción con bromuro de etidio utilizando el Quant-iT DNA Assay Kit Broad 

Range fluorometric assay (Molecular Probes Inc., Leiden, Holanda) (Landa 

et al., 2006) y con un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Nanodrop 

Technologies, Wilmington, DE, EE.UU.). El ADN fue utilizado directamente 

para su amplificación. 

La diversidad genética de las comunidades bacterianas totales en la 

rizosfera de cada cultivar de olivo se investigó mediante el análisis del 

polimorfismo de la longitud del fragmento terminal fluorescente (FT-RFLP) 

 121



Capitulo IV                                                                                                                                              . 

de la secuencia amplificada del 16S ADNr. Los genes 16S ADNr se 

amplificaron a partir del ADN total de la rizosfera mediante los iniciadores 

8F y 1492R (Weisburg, et al. 1991) en un volumen de reacción de 25 µl 

conteniendo 2.5 µl del ADN extraído de la rizosfera, 2.5 µl del buffer de 

reacción 10x sin Mg (BioLine, Londres, Reino Unido), 2 mM MgCl2, 0,2 mM 

de cada dNTP, 1 mM de cada iniciador, 0,5 µg de RNasa y 1,65 U de 

polimerasa Biotaq (BioLine). La amplificación PCR se llevó a cabo en un 

termociclador C1000 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, California, 

EE.UU.) y las condiciones de ciclos de PCR consistieron en una 

desnaturalización inicial de 5 min a 95oC, seguido por 30 ciclos de 1 min a 

94oC, 45 seg a 54 oC y 1 min a 70oC, y una extensión final de 8 min a 

70oC. El iniciador 8F fue marcado con FAM (6-carboxyfluoresceina) para la 

posterior visualización de los fragmentos de restricción terminal (TRF). La 

amplificación de PCR primero fue testada por electroforesis en gel de 

agarosa antes de llevar a cabo la digestión. 

Para los análisis FT-RFLP se utilizó la enzima de restricción MspI de 

digestión rápida (Fermentas, St. Leon-Rot, Alemania). Para ello, 5 µl del 

producto de amplificación fue digerido con el enzima de restricción 

siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente, 4 µl del ADN 

digerido se diluyeron en 6 µl de agua para el análisis de fragmentos. Los 

TRFs se separaron en un analizador genético 3130XL (Applied 

Biosystems, Warrington, Reino Unido) en el Servicio Central de Apoyo a la 

Investigación (SCAI) de la Universidad de Córdoba.  Los tamaños de los 

fragmentos fueron determinados utilizando el estándar de tamaño ROX-

1000 y las matrices que contenían la incidencia así como la altura de los 

picos de los datos individuales de TRFs se generaron con el paquete 

estadístico Genemapper version 3.7 (Applied Biosystems). Los picos 

menores de 50 bp no fueron incluidos en el análisis para eliminar los 

dímeros de iniciadores y otras pequeñas moléculas presentes en los 

perfiles, así como aquellos TRFs que no estuvieron presentes en al menos 

dos de las tres repeticiones analizadas.  La abundancia relativa de cada 

TRF se calculó como la proporción de la fluorescencia (área del pico) de un 
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TRF específico en una muestra respecto de la fluorescencia total de la 

muestra. 

 

 

IV.3.6. Análisis de datos 

 

Los datos de población fueron convertidos a log UFC/g de peso  

fresco de la raíz para cumplir con los supuestos del test paramétrico 

utilizado. Los datos fueron analizados utilizando el programa STATITIX 9.0 

(Analytical Software, St. Paul, MN, EE.UU.). Las diferencias en las 

densidades de población entre los tratamientos se determinaron mediante 

análisis de varianza estándar. Se utilizó un diseño de tratamiento factorial 

para el análisis de experimentos en el cual el tiempo de crecimiento y 

genotipo de olivo o vivero de olivo fueron factores principales. Cuando 

existieron diferencias significativas se realizó un análisis de comparación 

de medias utilizando el Contraste Protegido de Fisher de las Mínimas 

diferencias significativas (P=0,05) y un análisis de tendencias basado en 

polinomios ortogonales para analizar el efectodel tiempo de incubación. 

Para cada muestra rizosférica y repetición los perfiles TRFs fueron 

alineados con Genmapper y se generó un perfil consenso para cada 

comunidad rizosférica que consistió en el promedia de la intensidad de 

fluorescencia relativa estandarizada para cada fragmento. Los perfiles 

consensos estandarizados se analizaron con el paquete estadístico 

Bionumerics 6.1 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica) utilizando el 

coeficiente de distancia Euclídea al cuadrado, que tiene en cuenta los 

datos continuos tanto de  posición como área de pico estandarizada. El 

análisis de agrupamiento a partir de las distancias obtenidas de los 

distintos tratamientos se realizó utilizando el método UPGMA (Unweighted 

Pair Group Method with Arithmetic Averages). El coeficiente de correlación 

cofenético se calculó para determinar la robustez de los agrupamientos 

encontrados. 
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IV.4. RESULTADOS 

 

IV.4.1. Densidades de población de bacterias cultivables en la 

rizosfera y endosfera de plantones de olivo procedentes de viveros de 

olivo certificados 

 

 La densidad inicial de bacterias en la rizosfera y endosfera de los 

diferentes plantones de olivo varió significativamente en función del vivero 

muestreado (REY, COT y PC) (P<0,017), tanto para las poblaciones de 

bacterias heterotróficas totales cultivables (BCT) como para Pseudomonas 

spp. fluorescentes (Ps) (Fig. IV.1). Globalmente, los plantones de olivo 

procedentes del vivero PC presentaron una mayor (P<0,05) densidad de 

poblaciones de BCT y Ps en la endosfera y de Ps en la rizosfera seguidos 

por COT y REY que presentaron valores similares de densidades de 

población (Fig. IV.1). En todos los viveros, las densidades de población en 

la rizosfera para las BCT estuvieron comprendidas en un rango de log 7,89 

a log 6,18 ufc/g de raíz, en tanto que las poblaciones de Ps fueron 

menores (aproximadamente entre 0,5 a 2 órdenes de magnitud) estando 

comprendidas en un rango de  log 6,64 a log 4,59 ufc/g de raíz en los tres 

viveros. Una proporción similar fue encontrada también para las 

poblaciones de BCT y Ps en la endosfera, aunque éstas fueron de 1 a 2,5 

órdenes de magnitud inferiores a las obtenidas en la rizosfera (Fig. IV.1).   

 Por otro lado, también existieron diferencias significativas (P<0,021) 

en las densidades de población de BCT y Ps entre los cultivares 

estudiados tanto en la  rizosfera como en la endosfera, aunque los niveles 

de población y diferencias detectadas en los diferentes genotipos no se 

mantuvieron en todos los viveros y dependieron de la procedencia de los 

plantones (Fig. IV.1). Así, Arbequino y Frantoio procedentes del vivero PC 

presentaron los mayores niveles (P<0,05) de población para BCT y Ps en 

la endosfera y de Ps en la rizosfera, mientras que Hojiblanca y Picudo 

procedentes del vivero REY presentaron los menores niveles de BCT y Ps 
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en la rizosfera, y Picual procedente de COT los menores niveles de Ps y 

BCT en la endosfera (Fig IV.1).  

 

 
Figura. IV.1. Análisis de agregación de bacterias heterotróficas cultivables totales y  Pseudomonas sp. 
fluorescentes en la rizosfera y endosfera de 11 muestras de patrones de olivo de diferentes viveros. 
Los datos de seis muestras de raíz independientes se combinaron previamente al análisis de cada 
cobinación vivero-cultivar de olivo. El método no ponderado par-grupo usando promedios aritméticos 
(UPGMA) fue aplicado para generar la matriz de similitud generada de los datos de densidad de 
población [Log unidades formadoras de colonias (ufc/g) de raíz] utilizando el coeficiente de la distancia 
Euclídea al cuadrado. Los valores de correlación cofenética son indicados en cada nodo. (*)= Los 
grupos y subgrupos fueron definidos en base a un valor de corte de 34,79% y 40,75%, respectivamente. 
La intensidad del color verde es proporcional a los valores de densidad de población.  
 

 Para analizar de forma global el efecto del cultivar de olivo y su 

interacción con su procedencia de cada vivero se realizó un análisis de 

agregación (UPGMA) con los valores de densidad de población obtenidos 

para BCT y Ps tanto en la rizosfera como endosfera. El análisis de 

agregación identificó tres grupos principales (I, II y III) con dos subgrupos 

(IIa y IIb) en base a un valor límite del coeficiente de distancia Euclídea del 

40,75 ó de 34,79%, respectivamente (Fig. IV.1). En el grupo I se incluyen 

los cultivares Arbequina y Frantoio procedentes del vivero PC que 
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presentan los valores más altos de densidad de población de BCT y Ps 

tanto en la rizosfera como endosfera. En el grupo III se incluyen los 

cultivares Picual y Hojiblanca procedentes del vivero REY que presentan 

los menores niveles de densidad de población de BCT y Ps en la rizosfera, 

valores de densidad de población en la endosfera medios para Ps y 

medios-altos para BCT. Finalmente, en los grupos IIa y IIb se incluyen el 

resto de cultivares procedentes de los viveros COT y REY con valores de 

densidad de población medios-altos de BCT y Ps en la rizosfera y medios-

bajos de Ps en la endosfera. Los subgrupos IIa y IIb se diferencian en base 

a niveles de población de BCT en la endosfera altos en el primero (IIa) y 

bajos en el segundo (IIb) (Fig. IV.1).  

 

 

IV.4.2. Dinámica de las densidades de población de bacterias 

cultivables en la rizosfera y endosfera de olivo durante el tiempo de 

crecimiento 

 

 En la Tabla IV.1 se presentan los valores medios de colonización 

obtenidos en la rizosfera y endosfera de BCT y PS. Las densidades de 

población de BCT y PS en la rizosfera y endosfera varió significativamente 

(P<0,001) durante el tiempo de crecimiento, el cultivar de origen y sus 

interacciones. Las densidades de población de BCT en la rizosfera, tras 12 

o 18 meses de crecimiento, estuvieron comprendidas en un rango entre log 

6,98 a log 7,81 ufc/g de raíz en todos los cultivares evaluados mientras que 

las poblaciones de Ps fueron menores (aproximadamente de dos órdenes 

de magnitud) y estuvieron comprendidas entre log 5,31 a log 6,86 ufc/g de 

raíz (Tabla IV.1). Por otro lado, las poblaciones en la endosfera fueron al 

menos dos órdenes de magnitud menores que en la rizosfera tanto para 

las BCT como las Ps, estando las densidades de población de BCT 

comprendidas entre log 3,08 a log 6,02 ufc/g de raíz, mientras que las de 

Ps estuvieron comprendidas en un rango de log 3.08 a log 4.89 ufc/g de 

raíz (Tabla IV.1). Es de destacar los niveles de población de bacterias 
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endofitas (tanto BCT como Ps) en el caso del cv.. Manzanillo que 

resultaron excepcionalmente altos. 

 En la Tabla IV.1 se presenta el análisis de tendencias de los niveles 

de densidad de población en función del tiempo de crecimiento tras el 

trasplante (tiempo 0) a un suelo natural de los seis cultivares de plantones 

de olivo estudiados. Este análisis indicó que las poblaciones de BCT en la 

rizosfera se mantuvieron constantes en el tiempo, a excepción del cv. 

Hojiblanca en el que existió una tendencia lineal significativa creciente. En 

el caso de las Ps en la rizosfera en todos los casos (excepto el cv. 

Arbequina en el que no existieron diferencias significativas) existió un 

incremento de las densidades de población en el tiempo con una tendencia 

lineal significativa (P < 0.05), que explicó entre el 71,4 al 99,5 % de la 

variación de la colonización rizosférica y que en el caso del cv. Frantoio 

resultó ser cuadrática explicando esta tendencia más del 57% de la 

variación (Fig. IV.2; Tabla IV.1).  

 Para todos los casos, las poblaciones bacterianas de la endosfera 

mostraron un incremento significativo de las densidades de población, 

excepto en el caso del cv. Picudo para BCT y Ps y el cultivar Picual para 

BCT. La tendencia lineal fue la que explicó en todos los casos (excepto el 

cv. Frantoio para las BCT) en mayor proporción (58,7 a 93,7%) la evolución 

de las densidades de población en el tiempo (Fig. IV.2; Tabla IV.1). 

Para las BCT y Ps en la rizosfera, existieron diferencias 

significativas (P< 0.05) en los niveles de densidad de población inicial entre 

cultivares, siendo el cv. Frantoio el que albergó densidades de población 

significativamente mayores (P=0,05) de BCT (log 7,77 ufc/g raíz) y de Ps 

(log 5.86 ufc/g raíz) de hasta un orden de magnitud con respecto a los 

cultivares Hojiblanca y Picudo. Sin embargo, a los 12 meses del trasplante 

no existieron diferencias significativas entre cultivares en los niveles de 

densidad de población de BCT y Ps en la rizosfera, que si se vuelven a 

detectar a los 18 meses de crecimiento tras el trasplante (Tabla IV.1). 

Transcurrido este tiempo, los cvs. Frantoio y Hojiblanca presentaron 

densidades de población en la rizosfera significativamente mayores 
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(P=0,05)  (de hasta un orden de magnitud)  tanto de BCT como de Ps a los 

de los cv. Picudo y Arbequina (Tabla IV.1).  

 
Tabla IV.1. Efecto del tiempo de incubación tras el transplante sobre las densidades de población de 
bacterias heterotróficas cultivables totales (BCT) y Pseudomonas spp. fluorescentes (Ps) presentes en 
la rizosfera y endosfera en diferentes cultivares de olivo 

Tiempo de incubación(a) 
(log ufc/g de raíz) 

 
Población 

 
Cultivar 

 
0 

 
12 

 
18 

 
Fuente de 
Variación(b) 

 
SCT (%)(c) 

       

BCT-Rizosfera Picual 7,53 ab 7,06 7,46 ab NS  

 Arbequina 7,53 ab 7,30 7,10 bc NS  
 Hojiblanca 6,18 c 6,98 7,64 a Lineal 99,7 

 Frantoio 7,77 a 7,38 7,81 a NS  

 Manzanillo 7,29 ab 7,30 7,52 ab NS  
 Picudo 6,82 bc 7,06 6,98 c NS  

Ps-Rizosfera Picual 5,23 ab 5,62 6,80 a Lineal 93,1 

 Arbequina 5,31 ab 5,46 5,37 b NS  

 Hojiblanca 4,59 b 5,70 6,56 a Lineal 99,5 

 Frantoio 5,86 a 5,31 6,86 a Lineal 42,3 

       Cuadrática 57,7 
 Manzanillo 5,54 a 5,47 6,62 a Lineal 71,4 

 Picudo 4,67 b 5,31 5,55 b Lineal 94,3 

BCT-Endosfera Picual 5,23 5,15 b 5,55 NS  
 Arbequina 4,43 5,70 ab 5,67 Lineal 74,5 
     Cuadrática 25,5 

 Hojiblanca 4,51 5,86 ab 5,97 Lineal 81,7 

     Cuadrática 18,3 
 Frantoio 4,43 3,08 c 5,25 Lineal 15,1 

     Cuadrática 84,9 

 Manzanillo 5,15 5,94 a 6,02 Lineal 83,3 
 Picudo 5,31 5,62 ab 5,97 NS  

Ps-Endosfera Picual 3,40 3,64 bc 4,36 Lineal 92,9 

 Arbequina 3,56 4,51 a 4,47 Lineal 73,9 
 Hojiblanca 3,08 4,27 ab 4,59 Lineal 90,9 

 Frantoio 3,32 3,08 c 4,24 Lineal 58,7 

     Cuadrática 41,3 
 Manzanillo 3,40 3,79 b 4,89 Lineal 93,7 

 Picudo 3,72 3,87 ab 4,30 NS  
(a) Tiempo de crecimiento tras el trasplante (meses). Valores en una columna para cada grupo bacteriano 
seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo al contraste protegido de Fisher 
de las mínimas diferencias significativas (P=0,05). 
(b) El análisis de tendencia de los valores se realizó para los modelos lineal y cuadrático. Solo se indican 
aquellos modelos que resultaron significativos (P<0.05) 
(c) SCT (%) = Porcentaje de la suma de cuadrados total que explica cada tendencia 
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Figura IV.2. Dinámica de poblaciones de bacterias heterotróficas cultivables totales (BCT) (A y C) y 
Pseudomonas spp. fluorescentes (Ps) (B y D) en la rizosfera (A y B) y endosfera (C y D) de 6 cultivares 
de plantones de olivo tras 12 y 18 meses después del trasplante a un suelo natural y crecimiento en 
condiciones naturales. Los valores corresponden a la media de seis plantas independientes ± error 
estándar 
 

 En el caso de las bacterias endofitas (BCT y Ps), sólo se detectaron 

diferencias significativas entre cultivares a los 12 meses tras el trasplante, 

siendo el cv. Frantoio el que presentó densidades de población 

significativamente (P=0,05) menores respecto del resto de cultivares 

estudiados (Tabla IV.1).   

 

 

IV.4.3. Diversidad y estructura de las comunidades bacterianas 

en la rizosfera de plantones de olivo procedentes de viveros de olivo 

certificados 

 

El análisis FT-RFLP permitió identificar hasta 113 perfiles de restricción 

terminales (TRFs) distintos entre las 11 combinaciones diferentes 
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cultivares de olivo-vivero de procedencia. El análisis de agregación 

(UPGMA) generado mediante la combinación de los distintos TRFs de las 

comunidades bacterianas de la rizosfera de olivo provenientes de 3 viveros 

diferentes, diferenciaron a los cultivares de olivo de acuerdo al vivero de 

procedencia (COT, PC Y REY) (Fig. IV.3). Así el análisis de agregación 

identificó dos grupos principales (I y II) y dos subgrupos (Ia y Ib) en base a 

un valor límite del coeficiente de distancia Euclídea del 20,21 ó 17,76%, 

respectivamente (Fig. IV.3). Los viveros COT y PC se incluyeron en el 

grupo principal I, dividido a su vez en dos subgrupos en los que se 

diferenciaban ambos viveros. En el subgrupo Ia se incluyeron las plantas 

del vivero COT, en donde los cultivares Arbequina y Frantoio presentaron 

mayor similaridad en la estructura de las comunidades bacterianas totales 

entre ellos, y unos mayores valores de los índices de 'Riqueza' en número 

de TRFs y del índice Shannon respecto al cv. Picual (Fig. IV.3).  Por otro 

lado en el subgrupo Ib se incluyeron los dos cultivares procedentes del 

vivero PC, en el que los cvs. Arbequina y Frantoio presentaron mayor 

similaridad entre ellos que en el caso del vivero COT. Finalmente todos los 

cultivares procedentes del vivero REY se incluyeron en el grupo II, que se 

caracterizó por tener valores más altos de 'Riqueza' en número de TRFs y 

del índice Shannon en todos sus cultivares que todos los cultivares 

presentes en los grupos I procedentes de los viveros PC y COT. Además, 

en este grupo los cultivares Arbequina, Frantoio y Picual tienen mayor 

similaridad entre ellos en la estructura de las comunidades bacterianas 

comparados con los cultivares Manzanillo, Picudo y Hojiblanca que se 

incluyen en un grupo independiente. Entre estos últimos, destaca el cultivar 

Hojiblanca como el cultivar con mayor diversidad reflejado en los mayores 

valores de número de TRFs encontrados y del índice Shannon de 

diversidad (Fig. IV.3).    
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Figura IV.3 Análisis de agregación de los perfiles de fragmentos de restricción terminal fluorescentes 
de las poblaciones bacterianas de la rizosfera de 11 muestras de patrones de olivo generados por la 
enzima MspI. Seis amplificaciones independientes se combinaron previamente al análisis para cada 
combinación vivero-olivo. El método no ponderado par-grupo usando promedios aritméticos (UPGMA) 
fue aplicado para generar la matriz de similitud de la abundancia relativa de cada fragmento de 
restricción terminal (TRFs) utilizando el coeficiente de la distancia Euclídea al cuadrado. La riqueza 
(Número de TRFs) e índice de Diversidad de Shannon-Weiner fueron incluidos también para cada 
muestra. Los valores de correlación cofenética están indicados en cada nodo. (*)= Los grupos y 
subgrupos fueron definidos en base a un valor de corte de 20,21% y 17,76% respectivamente.  
 

 

IV.4.4. Cambios en la diversidad y estructura de las 

comunidades bacterianas en la rizosfera de plantones de olivo 

durante el tiempo de crecimiento 

 

 El análisis FT-RFLP permitió identificar hasta 135 TRFs distintos 

entre las 18 combinaciones diferentes cultivares de olivo-vivero de 

procedencia. En el momento del transplante (T0) se identificaron hasta 104 

TRFs, mientras que a los 12 (T1) y 18 (T2) meses tras el trasplante se 

identificaron 91 y 105 TRFs, respectivamente. Además a los 12 y 18 meses 

tras el trasplante se identificaron 30 TRFs nuevos que no estaban 
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presentes en el T0, mientras que existieron 17 TRFs que se detectaron 

exclusivamente antes del trasplante.  

El análisis de agregación (UPGMA) generado mediante la 

combinación de los distintos TRFs de las comunidades bacterianas de la 

rizosfera de olivo provenientes de seis cultivares distintos muestreadas en 

distintos tiempos de crecimiento diferenciaron a los distintos tratamientos, 

en primer lugar, en función del tiempo de muestreo y en segundo lugar, en 

función del genotipo de olivo (Fig. IV.4). Así el análisis de agregación 

identificó tres grupos principales (I, II y III) y dos subgrupos (Ia y Ib, y IIa y 

IIb) en base a un valor límite del coeficiente de distancia Euclídea del 79,03 

ó 58,29%, respectivamente (Fig. IV.4). El análisis de la estructura de las 

poblaciones bacterianas totales en la rizosfera indicó que en el primer 

momento de muestreo (T0), cuando los plantones había crecido en el 

sustrato proporcionado por los viveristas, e inmediatamente antes del 

trasplante los seis genotipos de olivo se incluyeron en el mismo grupo I, 

identificándose dos subgrupos Ia y Ib similares a los identificados en la Fig. 

IV.3.  La estructura de las poblaciones bacterianas totales fue más similar 

entre los cvs. Manzanillo, Picudo y Hojiblanca (subgrupo Ib) que entre los 

cvs. Arbequino, Frantoio y Picual (subgrupo Ia), existiendo mayores valores 

de 'Riqueza' de número de TRFs y del índice Shannon en el subgrupo Ia 

respecto al Ib. El grupo II estuvo formado por todos los cultivares 

muestreados a los 12 meses después del trasplante (T1) y por los cvs. 

Hojiblanca, Manzanillo, Picudo y Frantoio muestreados a los 18 meses tras 

el transplante (T2). En este grupo, el subgrupo IIa se caracterizó por 

valores similares del número de TRFs y del índice Shannon. Es de 

destacar que en el Grupo II los cvs. Arbequino y Frantoio muestreados en 

el T1 se diferenciaron de forma independiente (subgrupo IIb) al resto. Este 

hecho se mantuvo de forma aún más evidente a los 18 meses de 

crecimiento en el campo (T2), ya que ambos cvs. se incluyeron en el grupo 

III, de forma independiente al resto, existiendo una distancia de similitud 

entre ellos mayor a la existente en el resto de tratamientos y prácticamente 

similar a la que presentaban en el momento del trasplante (Fig. IV.4).  
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Fig. IV.4. Análisis de agregación de los perfiles de TRFs de las poblaciones bacterianas de la rizosfera 
de 5 muestras de patrones de cultivares de olivo generados por la enzima MspI. Seis amplificaciones 
independientes se combinaron previamente al análisis para cada combinación tiempo de incubación-
olivo. El método no ponderado par-grupo usando promedios aritméticos (UPGMA) fue aplicado para 
generar la matriz de similitud de la abundancia relativa de cada TRFs utilizando el coeficiente de la 
distancia Euclídea al cuadrado. La riqueza (Número de TRFs) e índice de Diversidad de Shannon-
Weiner fueron incluidos también para cada muestra. Los valores de correlación cofenética están 
indicados en cada nodo. (*)= Los grupos y subgrupos fueron definidos en base a un valor de corte de 
79,03% y 58,29% respectivamente.  
 

 

IV.5. DISCUSIÓN 

 

La mayoría de los estudios concernientes a las comunidades 

bacterianas de la rizosfera y la endosfera se han enfocado principalmente 

en especies de plantas agrícolas y hortícolas; y existen pocos trabajos 

enfocados a plantas leñosas (i.e., Araujo et al., 2002; Bent y Chanway, 

2002; Cambours et al., 2005; Moore et al., 2006; Vega et al., 2005). Sin 
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embargo, hasta donde sabemos, ninguna investigación se ha centrado en 

el estudio de la composición de las comunidades bacterianas en la 

rizosfera y endosfera de plantones de olivo. 

En este estudio, se utilizó un enfoque de cultivo-dependiente y 

cultivo-independiente para investigar el efecto de la fuente de material 

vegetal y el efecto del genotipo de los plantones de olivo sobre la 

estructura de las comunidades bacterianas de la rizosfera y la endosfera y 

su variación temporal después del trasplante a un suelo natural y 

crecimiento bajo condiciones de campo. Nuestros resultados indican que el 

origen (vivero) de los plantones de olivo y el genotipo de la planta fueron 

los factores que influenciaron de forma principal la estructura de las 

comunidades bacterianas totales así como la densidad de población tanto 

de las bacterias cultivables totales (BCT) como de Pseudomonas 

fluorescentes (Ps), y  este efecto se encontró tanto en la rizosfera como en 

la endosfera. 

El análisis FT-RFLP de las comunidades bacterianas totales de los 

diferentes genotipos reveló diferencias significativas en la estructura de las 

comunidades bacterianas principalmente en función del vivero de origen y, 

en segundo lugar en función del genotipo de olivo, indicando que cada 

cultivar de olivo alberga poblaciones bacterianas específicas. De este 

modo, las poblaciones totales de la rizosfera de los diferentes plantones de 

olivo fueron marcadamente diferentes entre viveros para el mismo genotipo 

de olivo y también entre los diferentes cultivares de olivo para el mismo 

vivero. De igual forma, la densidad de población de las BCT y Ps en la 

rizosfera y endosfera difirieron significativamente de acuerdo al origen de 

los viveros y al genotipo (cultivar) del olivo aunque el efecto neto de cada 

uno de estos factores fue similar. 

En Andalucía, la producción de plántulas de olivo está basada en un 

sistema de propagación en túneles de nebulización utilizando estaquillas 

semileñosas (Caballero y del Río, 1999). Todos los viveros evaluados en 

este estudio siguen el mismo procedimiento para la producción de 

plantones de olivo. Por esta razón, durante la propagación factores 

 134 



                                               Influencia del genotipo de la planta en las comunidades bacterianas del sistema radical 

intrínsecos como el genotipo del clon de la planta madre de olivo 

certificada utilizada para obtener las estaquillas o la naturaleza y origen del 

sustrato (mezcla de suelo y turba) utilizados para el enraizado de las 

plantas, son factores fundamentales que tendrán indudablemente una 

influencia sobre la estructura inicial y abundancia de las comunidades 

bacterianas de la rizosfera que se establezcan durante el enraizado de las 

plántulas en los diferentes viveros. Todos estos factores podrían explicar 

las diferencias encontradas entre las plantas de olivo de los diferentes 

viveros pero no las diferencias encontradas entre cultivares de olivo 

procedentes del mismo vivero. Dado que todos los plantones de los 

cultivares de olivo de un mismo vivero se muestrearon al mismo tiempo, 

edad y pertenecían al mismo lote de producción (i.e., fueron producidos 

durante la misma semana utilizando el mismo sustrato), las diferencias 

significativas en la estructura de la población bacteriana en la rizosfera 

entre los genotipos de olivo se puede atribuir a un efecto del cultivar. 

Utilizando diversas técnicas de caracterización molecular, otros 

autores han encontrado un marcado efecto del genotipo de la planta 

huésped en la estructura de las comunidades bacterianas de la rizosfera y 

la endosfera tanto en plántulas como en plantas adultas de árboles 

pertenecientes a diferentes especies (Araujo et al., 2002; Cambours et al., 

2005; Moore et al., 2006; Ulrich et al., 2008). De este modo, las 

comunidades bacterianas de la rizosfera y endosfera parecen ser 

dependientes del genotipo de plantas de gran longevidad, sugiriendo que 

cada especie de árbol, cultivar o clon dentro de una especie tiene una 

estrecha asociación con bacterias específicas. Además, parece que la 

estructura de las poblaciones bacterianas de la rizosfera de los árboles 

puede ser correlacionada con el pedigrí (fondo genético) de los diferentes 

clones, ya que se ha encontrado una mayor diversidad de bacterias en los 

híbridos en comparación con el material parental de algunas especies 

como el álamo (Ulrich et al., 2008). Es de destacar el estudio de Belaj et al. 

(2003) en el que se analizó la diversidad genética y relaciones existentes 

entre 32 cultivares de olivo cultivados en Italia y España combinando el uso 
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de marcadores de ADN incluyendo RAPDs (Amplificación al Azar de 

Fragmentos Polimórficos de ADN), AFLPs (Polimorfismo en la Longitud de 

los Fragmentos Amplificados) y SSRs (Repetición de Secuencias Simples). 

Sus resultados mostraron que los cultivares de olivo Arbequina y Frantoio 

se agrupan de forma conjunta e independientes del resto de los cultivares 

utilizados en este estudio (Hojiblanca, Manzanilla, Picudo y Picual) 

mostrando una relación genética  estrecha entre ellos. En nuestro estudio, 

Arbequina y Frantoio también mostraron una mayor similitud en la 

estructura de sus comunidades bacterianas en la rizosfera iniciada desde 

la etapa de propagación en vivero hasta 18 meses después del trasplante 

creciendo en el suelo natural bajo condiciones de campo. Esto podría 

apoyar la hipótesis de que existe una fuerte interacción entre el fondo 

genético de la planta huésped y el proceso de colonización bacteriana en 

la rizosfera (Landa et al., 2006) ya que todas las plantas de olivo en 

nuestro estudio fueron cultivadas bajo las mismas condiciones 

ambientales, tipo de suelo y manejo después del trasplante. 

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la diferente estructura 

y diversidad de las poblaciones bacterianas encontradas en los seis 

cultivares de olivo pueden ser probablemente el resultado de diferencias en 

la arquitectura de la raíz o en la cantidad y composición de exudados 

radicales de los diferentes genotipos de olivo, los cuales permitirían 

seleccionar comunidades bacterianas específicas del sustrato de 

crecimiento como resultado de los perfiles de exudados únicos de cada 

genotipo. Además, las diferencias en la densidad de población de BCT y 

Ps fluorescentes podría indicar que hay una capacidad diferencial de cada 

genotipo de olivo para seleccionar y mantener un cierto número de 

bacterias en cada medio ambiente específico rizosférico como se ha 

demostrado en otros cultivos (de la Fuente et al., 2006; Landa et al., 2002, 

2006).  

Es reconocido que los exudados de las raíces difieren de acuerdo a 

la especie de planta, incluso cultivares o genotipos de la misma especie 

(existen diferencias en la cantidad y composición de los exudados de las 
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raíces como fuente de energía), afectando el número y diversidad de 

algunos microorganismos, y también que los diferentes microorganismos 

responden de una manera diferente a los compuestos liberados por las 

raíces (Griffiths et al., 2001;  Kozdrój y van Elsas, 2000; Wang et al., 2009). 

En este contexto, diversos trabajos han mostrado evidencias sólidas que 

demuestran que diferentes genotipos de plantas de una misma especie 

huésped difieren en la composición de las comunidades microbianas en la 

rizosfera (Biedrzycki y Bais, 2009; Gu y Mazzola, 2003; Marilley y Aragno, 

1999; Marschner et al., 2006; Micallef et al., 2009).  

Indudablemente, el suelo también es un factor importante en la 

interacción específica genotipo de la planta-poblaciones bacterianas de la 

rizosfera, ya que las características químicas de éste influencian 

directamente a los microorganismos de la rizosfera o indirectamente 

mediante la modificación por el crecimiento de las raíces y sus exudados 

(Rengel y Marschner, 2005). Asimismo, las comunidades microbianas del 

suelo varían ampliamente en el espacio y tiempo en esta interacción 

(Lynch, 2004). En este estudio, evaluamos la variabilidad temporal de las 

comunidades bacterianas en la rizosfera y endosfera de seis genotipos de 

olivo a 12 y 18 meses después del trasplante. Nuestros resultados 

mostraron que 12 meses después del trasplante en un suelo natural, las 

grandes diferencias en la estructura de las comunidades bacterianas de la 

rizosfera que encontramos entre los cultivares en la etapa de vivero se 

siguieron manteniendo aunque de forma atenuada, no obstante la 

estructura de las comunidades bacterianas en la rizosfera establecida tras 

el transplante difirió ampliamente de las iniciales. En contraste, después de 

18 meses de crecimiento y coincidiendo con un crecimiento vegetativo 

activo de las plantas, las diferencias entre cultivares de olivo fueron de 

nuevo mucho mas evidentes. Las variaciones de las condiciones 

medioambientales durante el crecimiento del olivo podrían explicar las 

diferencias en la estructura de las comunidades bacterianas ya que el 

medio ambiente puede afectar el crecimiento bacteriano directamente, y a 

su vez indirectamente a través de los cambios producidos en la fisiología 
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de la planta (calidad y cantidad de exudados de las raíces, desarrollo de la 

raíz, crecimiento de la planta etc.) (Baudoin et al., 2002; Di Cello et al., 

1997; Duineveld et al., 2001; Garveba et al., 2004; Marschner et al., 2002; 

Yang y Crowley, 2000).  

Otros estudios han encontrado cambios en las poblaciones 

bacterianas en la rizosfera de árboles leñosos en función del tiempo de 

muestreo. Así,  Benizri et al. (2005) encontraron un efecto significativo del 

tiempo de muestreo en las comunidades bacterianas cultivables en la 

rizosfera de Prunus sp., mostrando que estas comunidades bacterianas 

presentaban un perfil distintivo en la utilización de las fuentes de carbono 

en función del tiempo de muestreo lo que revela cambios en la estructura 

de las comunidades en el tiempo. Además, Rumberger et al. (2007) 

encontraron diferencias en la composición de las comunidades 

microbianas cultivables de la rizosfera de patrones de manzano, sin 

embargo las diferencias atribuibles al genotipo huésped fueron pequeñas 

en comparación con los atribuibles a los efectos estacionales y anuales. 

Dentro de las BCT en el presente trabajo nos centramos en 

determinar el efecto del genotipo de olivo en las densidades de población 

de las Pseudomonas fluorescentes más abundantes. Las Pseudomonas 

fluorescentes son bacterias cosmopolitas habitantes comunes de la 

rizosfera y son consideradas uno de los grupos más estudiados de 

bacterias con potencial antagonista frente a patógenos de plantas. En los 

últimos años, las cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes han sido 

ampliamente estudiadas como potenciales agentes de biocontrol debido a 

sus amplios mecanismos de control biológico y a la capacidad y eficiencia 

de muchas de las cepas para producir uno o más antibióticos como los 

derivados de fenazinas, pioluteorina, pirrolnitrina, oomicina A, 

viscosinamida y 2,4-diacetilfluoroglucinol entre otros (Höfte y Altier, 2010; 

Raudales et al., 2009; Weller et al., 2007). Nuestros resultados mostraron 

que la densidad de población de Pseudomonas fluorescentes fueron altos 

tanto en la rizosfera como endosfera de los diferentes cultivares de olivo y 

que estas densidades de población estuvieron influenciadas principalmente 
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por el origen (vivero), difirieron significativamente con el genotipo de olivo y 

en menor medida con el tiempo de crecimiento en un suelo natural. Así, la 

densidad de población de Pseudomonas fluorescentes se mantuvo casi al 

mismo nivel o se incrementó durante un año y medio de crecimiento en 

comparación con las densidades de población estimadas en el momento 

del trasplante. Otros autores han encontrado que la densidad de 

Pseudomonas autóctonas en árboles, difieren de acuerdo al clon o 

genotipo del mismo (Mazzola et al., 2004; Rumberger et al., 2007; Yao et 

al., 2006) y tienden a disminuir con los años de crecimiento (Catska et al., 

1982; Rumberger et al., 2007). De forma interesante, las densidades de 

población de Pseudomonas autóctonas que se encontraron en la rizosfera 

y endosfera de plantones de olivo fueron similares o mucho más altas que 

otros niveles de población citados anteriormente para Pseudomonas 

autóctonas o introducidas en plantas leñosas  (i.e., Mercado-Blanco et al., 

2004; Prieto y Mercado-Blanco, 2008; Rumberger et al., 2007) y estuvieron 

por encima del límite del umbral el cual se ha referido para la supresión 

natural de patógenos del suelo (Weller et al., 2007). 

En general, independientemente del vivero de origen, Frantoio fue el 

genotipo de olivo que alberga la densidad de población más alta de 

Pseudomonas fluorescentes en la rizosfera, y niveles medios en la 

endosfera. En contraste, Hojiblanca y Picual son los genotipos que 

albergaron las poblaciones más bajas en ambos nichos de la raíz. 

Diferentes estudios han apoyado la fuerte influencia del genotipo de la 

planta en la composición y densidad de población de Pseudomonas 

fluorescentes autóctonas e inoculadas (i.e., Gu y Mazzola, 2003; Jamali et 

al., 2009; Landa et al., 2003, 2006; Mazzola y Gu 2000; Notz et al., 2001; 

Okubara et al., 2004). Además, otras investigaciones han revelado que la 

producción de algunos compuestos antimicrobianos por las bacterias 

usadas en el biocontrol es modulada por el genotipo de la planta huésped, 

suelo y características de la rizosfera incluyendo la concentración y el tipo 

de carbono, nitrógeno y la fuente de aminoácidos y otros compuestos que 

se encuentran abundantemente en los exudados de las raíces de las 
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plantas (Duffy y Défago, 1999; Milner et al., 1995, 1996; Okubara y Bonsall, 

2008; Slininger y Jackson, 1992).  

Nuestros resultados tienen implicaciones importantes ya que la 

aplicación de Pseudomonas fluorescentes en las plantas de olivo se ha 

demostrado que tienen diversos efectos beneficiosos no sólo para 

promover la formación de raíces en microtallos (Peyvandi et al., 2010), sino 

también como agentes de control biológico contra Verticillium dahliae 

(Mercado-Blanco 2004; Prieto y Mercado-Blanco, 2008), el agente causal 

de la Verticilosis del olivo. Además, en estudios previos (Ver Capítulo IV de 

la presente Tesis Doctoral) hemos demostrado que olivos centenarios 

silvestres y cultivados que crecen en diferentes áreas en Andalucía, 

albergan elevadas poblaciones autóctonas de Pseudomonas fluorescentes 

tanto en la rizosfera como en la endosfera, con densidades de población 

similares a las que se encuentran en los plantones de olivo utilizados en 

este estudio. Por otra parte, las Pseudomonas autóctonas de olivares 

centenarios y acebuches pertenecen a diferentes especies, y han 

mostraron un alto potencial antagonista frente a V. dahliae a través de 

diversos mecanismos como la actividad proteolítica, lipolítica y quitinolítica, 

producción de pioverdinas y el antibiótico 2,4-diacetilfluoroglucinol. 

La utilización de diferentes medidas de control de enfermedades 

preventivas tales como el uso de cultivares resistentes o tolerantes libres 

del patógeno (Jiménez-Díaz et al., 2010; Navas-Cortés et al., 2008) en 

combinación con la protección del sistema radical de la infección por V. 

dahliae mediante la aplicación de agentes de biocontrol adaptadas al olivo 

podría mejorar el control de la Verticilosis del olivo. En consecuencia, en el 

futuro sería de gran valor caracterizar la diversidad genética contenida en 

la poblaciones de Pseudomonas fluorescentes más abundantes presentes 

en la rizosfera de los plantones de olivo, determinar el potencial 

antagonista de aislados representativos frente V. dahliae, así como si 

existe una selección específica o se ejerce un soporte diferencial en ciertos 

genotipos de olivo para este grupo de bacterias tal como se ha demostrado 

para otros cultivos (i.e.,  Gu y Mazzola, 2003; Jamali et al., 2009; Landa et 
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al., 2003, 2006; Mazzola y Gu 2000; Okubara et al., 2004). Por otra parte, 

el hecho que Frantoio albergara una mayor densidad de población de 

bacterias que Picual y Hojiblanca podría tener importantes implicaciones 

adicionales, las cuales pensamos deberían ser estudiadas de forma 

prioritaria en el futuro, ya que Frantoio es considerado tolerante a la 

Verticilosis causada por V. dahliae en comparación con Picual y Hojiblanca 

que son altamente susceptibles al patotipo defoliante de este patógeno 

considerado como altamente virulento. En otros estudios se ha demostrado  

la existencia de diferencias en las comunidades de bacterias cultivables y 

Pseudomonas fluorescentes de la rizosfera de patrones de manzano 

tolerantes y susceptibles a la “enfermedad del replante” (Mazzola et al., 

2004; Rumberger et al., 2007; Yao et al., 2006). El cultivo del olivo en 

algunas zonas del Mediterráneo se realiza tradicionalmente en tierras con 

baja fertilidad donde la disponibilidad de agua y nutrientes pueden ser 

factores limitantes para la producción del cultivo (Barranco et al., 1999). 

Por tanto, es importante destacar que una mayor densidad de poblaciones 

bacterianas en la rizosfera, como es el caso de Pseudomonas 

fluorescentes podría proporcionar beneficios en la absorción de nutrientes. 

En conclusión, tanto los métodos de cultivo dependiente como 

independiente han revelado un efecto específico del genotipo en la 

abundancia y estructura de las comunidades bacterianas asociadas a la 

rizosfera y endosfera de plantones de olivo lo cual podría estar 

conceptualmente vinculado a diferencias en los patrones de exudación 

(cantidad y tipos de compuestos) entre genotipos así como a diferencias en 

los sistemas de producción en el vivero. Dado que en el olivo, de acuerdo a 

nuestro conocimiento, no se conocen los componentes de los exudados de 

las raíces, sería necesario realizar más investigaciones para generar 

conocimiento sobre la función ecológica de los exudados de las raíces en 

la interacción olivo-comunidades bacterianas. Este conocimiento podría 

ofrecer posibilidades para avanzar en la lucha contra la Verticilosis del olivo 

a través de la selección de cultivares de olivo apropiados en relación a su 

comunidad bacteriana rizosférica específica que se encuentra más 
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adaptada a esa rizosfera en particular. Aunque los estudios en relación con 

las especies bacterianas más abundantes que interactúan con los 

diferentes genotipos de olivo merecen un estudio más profundo, esta 

investigación representa la primera aproximación acerca de la estructura 

de las comunidades bacterianas de la rizosfera en diferentes genotipos de 

plantones de olivo en Andalucía, España. 
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Las comunidades bacterianas asociadas a la raíz de olivos 

silvestres (Olea europaea L. subsp. europaea var. 

sylvestris) constituyen reservorios únicos de bacterias con 

potencial antagonista frente a Verticillium dahliae Kleb. 
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En este capítulo se recogen los resultados relativos al objetivo 

primero y tercero de esta Tesis Doctoral, en el cual se pretendía: 

 

 

 

Determinar la estructura y diversidad genética de las comunidades 

bacterianas totales en el sistema radical de acebuches silvestres (Olea 

europaea L. subsp. europaea var. sylvestris) en ecosistemas naturales, 

mediante diversos métodos biotecnológicos de análisis de poblaciones 

microbianas. 

 

Constituir, identificar y caracterizar una colección de aislados de 

rizobacterias de olivo silvestre (Olea europaea L. subsp. europaea var. 

sylvestris) que presenten alta actividad antagonista contra el patotipo 

defoliante de Verticillium dahliae Kleb. y determinar su potencial 

antagonista mediante selección asistida utilizando marcadores fenotípicos 

y moleculares. 
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V.1. RESUMEN 

 

El olivo silvestre, llamado acebuche, es considerado el ancestro de 

las variedades de olivo cultivado, que es uno de los cultivos agrícolas más 

antiguos del mundo, y constituye una importante e inexplorada fuente de 

variabilidad genética que podría contener importantes caracteres de interés 

agronómico y biotecnológico. La longevidad y diversidad genética del olivo 

silvestre puede favorecer la selección de poblaciones rizosféricas 

bacterianas específicas y bien adaptadas que pueden constituir reservorios 

únicos de antagonistas microbianos contra Verticillium dahliae, el  principal 

patógeno fúngico de este cultivo en todo el mundo. El objetivo del presente 

estudio fue examinar la estructura y diversidad de las comunidades 

bacterianas en el suelo rizosférico y raíces de olivos silvestres de 11 

reductos de acebuches en las provincias de Cádiz y Córdoba en 

Andalucía, al sur de España, mediante un enfoque de análisis polifásico. 

Primero, la ocurrencia y diversidad de bacterias asociadas a la raíz fue 

estudiada mediante un enfoque de cultivo-independiente, utilizando la 

técnica de análisis del Polimorfismo de Longitud del Fragmento de 

Restricción Terminal Fluorescente (FT-RFLP) de las secuencias 

amplificadas de la región 16S ADNr. Los patrones FT-RFLP revelaron una 

alta heterogeneidad en la composición de las comunidades bacterianas 

sugiriendo la existencia de comunidades específicas en función del 

genotipo de la planta y la localización geográfica de cada uno de los 

acebuches muestreados, siendo cada reducto de acebuche un reservorio 

único de diversidad. En segundo lugar, para investigar el potencial 

antagonista de las poblaciones bacterianas asociadas a la raíz, se aislaron 

un total de 675 bacterias de la rizosfera y endosfera y se determinó su 

antagonismo in vitro contra V. dahliae patotipo defoliante mediante un 

ensayo de cultivo duales. De los 675 aislados bacterianos evaluados, 94 

de ellos (14,0%) mostraron una fuerte actividad antagonista contra V. 

dahliae y de éstos, la proporción más alta de antagonistas se obtuvo de la 

rizosfera (59,6%) en comparación con la endosfera (40,4%) de los 
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acebuches. En tercer lugar, el potencial biotecnológico de estos aislados 

fue evaluado mediante la producción in vitro de diferentes enzimas, ácido 

indol-3-acético (AIA) y compuestos antimicrobianos. En total, la mayoría de 

los antagonistas (entre un 58,5 a 78,3%), mostraron actividad proteolítica, 

lipolítica, quitinolítica, produjeron AIA y sideróforos. Finalmente, los 94 

antagonistas bacterianos se identificaron mediante la secuenciación del 

gen 16S del ADNr indicando que la mayoría de las bacterias  pertenecen al 

género Bacillus (57,4%), Pseudomonas (27,0%) y Paenibacillus (7,4%). En 

general, varios de los aislados bacterianos mostraron un alto y amplio 

potencial antagonista y por lo tanto deben ser considerados para futuros 

estudios como protenciales agentes de biocontrol contra V. dahliae en el 

cultivo de olivo. 

 

 

V.2. INTRODUCCIÓN 

 

El olivo, árbol emblemático de la cuenca del mediterráneo, es una 

de las plantas domésticas cultivadas más antiguas (Zohary y Spiegel-Roy, 

1975). Se encuentra principalmente en dos formas, silvestre (Olea 

europaea L. subsp. europaea var. sylvestris) y cultivada (Olea europaea L. 

subsp. europaea var. europaea) (Green, 2002). Por miles de años, el olivo 

ha sido culturalmente y económicamente el principal cultivo oleaginoso en 

la Cuenca del Mediterráneo, donde existen cerca de 9,5 millones de 

hectáreas las cuales representan el 95% del área total cultivada en el 

mundo (Angiolillo et al., 1999; Bronzini et al., 2002; Issaoui et al., 2008; 

Sefc et al., 2000). España es el mayor productor de aceite de oliva en el 

mundo, y Andalucía, la región sur del país, es la principal área de cultivo. 

Aproximadamente el 65% de las 2,5 millones de hectáreas del olivo 

cultivado en España se encuentran en Andalucía en donde se produce una 

tercera parte del total de aceite de olivo del mundo (CAP-JA, 2009). 

Los olivares dominan el paisaje de Andalucía en un impresionante 

monocultivo que cubre aproximadamente el 17% de la superficie total de la 
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región, ocupando grandes extensiones de montañas y colinas del paisaje 

Mediterráneo. En este área, una excepcional presencia de bosques de 

olivos silvestres también representa un componente predominante y 

distintivo de la flora Mediterránea (Rubio de Casas et al., 2002; 2006; 

Vargas y Kadereit, 2001). Mientras que los diferentes cultivares de olivo 

han sido seleccionados y propagados vegetativamente por el hombre, las 

poblaciones de olivo silvestre (acebuche) se reproducen sexualmente y 

son seleccionados naturalmente por factores medio ambientales. Como 

resultado de una temprana domesticación y un cultivo extensivo del olivo a 

través de la Cuenca del Mediterráneo, las formas de olivo silvestre 

actualmente observadas constituyen un escenario complejo, ya que se 

encuentran en un rango que van desde acebuches potencialmente 

verdaderos (formas silvestres presentes en áreas naturales) a formas 

asilvestradas (i.e., derivados sexuales secundarios de clones cultivados o 

productos de hibridación entre árboles cultivados y acebuches cercanos) 

(Angiolillo et al., 1999; Lumaret et al., 2004; Zohary y Hopf; 1994). Estas 

formas silvestres son genéticamente distintas y con mayor variabilidad que 

las variedades cultivadas y sus formas asilvestradas derivadas, situación 

que tiene importantes implicaciones para la conservación de linajes 

ancestrales (Lumaret y Ouazzani, 2001).  

En años recientes, varias investigaciones se han centrado en el 

estudio de la variación genética de las poblaciones de olivo silvestre y sus 

relaciones filogenéticas con cultivares de olivo mediante el uso de diversos 

marcadores moleculares (e.g., Belaj et al., 2007; Besnard et al., 2002, 

2007; Breton et al., 2008; Lumaret y Ouazzani, 2001; Lumaret et al., 2004; 

Rubio de Casas et al., 2006).  Recientemente en Andalucía se ha 

demostrado, mediante marcadores de repetición de secuencias simples 

(SSR) y análisis de aloenzimas, que los olivos silvestres representan una 

importante fuente de variabilidad genética y que acebuches silvestres 

verdaderos aún sobreviven en el sur de España (Belaj et al., 2002, 2007, 

2010; Lumaret et al., 2004; Rubio de Casas et al., 2006).  
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En el área del Mediterráneo, la producción del cultivo del olivo puede 

ser amenazada por diferentes enfermedades, principalmente de etiología 

fúngica. En este contexto, la Verticilosis, causada por el hongo patógeno 

del suelo Verticillium dahliae Kleb., es considerada una de las 

enfermedades más importantes y serias que afectan el cultivo del olivo en 

todo el mundo. En base a su virulencia diferencial en los árboles de olivo, 

V. dahliae puede ser clasificado como patotipo defoliante y no defoliante 

(Jiménez-Díaz et al., 2010; Navas-Cortés et al., 2008). Las infecciones 

causadas por el patotipo defoliante pueden ser letales para las plantas de 

olivo y actualmente son la causa de severos ataques que pueden originar 

dramáticas pérdidas en el rendimiento de plantaciones comerciales de 

olivo en el sur de España, constituyendo hasta el momento la  principal 

amenaza para la industria del olivo en esta región (Jiménez-Díaz et al., 

1998; Navas-Cortés et al., 2008).  

Actualmente, la única estrategia de manejo para controlar esta 

enfermedad es de manera preventiva (i.e., evitando el uso de plantones de 

olivo infectados o suelos conteniendo inóculo del patógeno) debido a la 

falta de disponibilidad de variedades resistentes y/o fungicidas efectivos 

(Navas-Cortés et al., 2008). Por esta razón, es necesario buscar nuevas 

estrategias medioambientalmente respetuosas para el control de esta 

enfermedad. Una de estas estrategias puede ser el uso de antagonistas 

como agentes de biocontrol, la cual es considerada una alternativa o una 

vía complementaria para reducir el uso de productos químicos en la 

agricultura (Berg et al., 2005a; Paulin et al., 2009; Raaijmakers y Weller, 

2001). Por lo tanto, el uso de plantones de olivo certificados libres de V. 

dahliae y la protección de su sistema radical de la infección por presencia 

de inóculo en el suelo o inóculo nuevo entrante de V. dahliae, podría ser 

una estrategia apropiada para reducir el potencial de enfermedad en 

árboles jóvenes. 

Los genes que codifican resistencia para algunos de los patógenos 

del suelo de mayor importancia y extensión que causan Podredumbres en 

la raíz y el cuello, Muerte de Plántulas y Marchiteces están frecuentemente 
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ausentes en especies de plantas cultivadas. Como alternativa, las plantas 

cultivadas han desarrollado una estrategia para estimular y promover el 

desarrollo de grupos específicos de microorganismos antagonistas 

autóctonos como primera línea de defensa contra patógenos del suelo 

(Cook et al., 1995; Landa et al., 2006; Weller et al., 2007). Por lo tanto, el 

sistema radical de la planta es un importante nicho de microorganismos 

que pueden constituir un reservorio inexplorado de antagonistas contra 

patógenos de plantas. En particular, las bacterias asociadas a las plantas 

que muestran diferentes propiedades antagonistas pueden ser 

encontradas en la rizosfera y dentro de los tejidos de las plantas sanas 

como endofitos. Además, diversas investigaciones sobre comunidades 

bacterianas en el suelo rizosférico y raíces de muchas especies de plantas 

han demostrado que producen efectos beneficiosos en el crecimiento y 

sanidad de las mismas tanto directa como indirectamente, y que estas 

comunidades bacterianas están fuertemente influenciadas por la especie 

de la planta y viceversa (Ahn et al., 2007; Berg et al., 2005b; Germida et 

al., 1998; Jung et al., 2008; Marilley  y Arango, 1999; Mendes et al., 2007; 

Park et al., 2005). Por lo tanto, las comunidades bacterianas autóctonas 

podrían ser consideradas una importante fuente de nuevos aislados 

microbianos tales como los involucrados en la fijación de nitrógeno, 

producción de fitohormonas y componentes antimicrobianos, promoción del 

crecimiento e inducción de resistencia sistémica en la planta que podrían 

ser utilizados para futuras aplicaciones biotecnológicas como el desarrollo 

de agentes de control biológico de organismos fitopatógenos o para el 

aislamiento de nuevos compuestos bioactivos (Berg et al., 2005b, Germida 

et al., 1998; Mendes et al., 2007; Silva et al., 2004).  

En este contexto, las especies de plantas cultivadas de gran 

longevidad y sus parientes silvestres podrían constituir un nicho ideal para 

explorar nuevos aislados bacterianos con diversos mecanismos de 

antagonismo contra patógenos fúngicos. Por tanto, el acebuche puede 

representar una fuente importante e inexplorada de variabilidad genética 

que podría contener no solamente caracteres de interés agronómico que 
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pudieran ser raros o ausentes en las variedades cultivadas (Colella et al., 

2008), sino también albergar comunidades microbianas con una estructura 

distintiva comparada con las presentes en el olivo cultivado. Además, la 

gran longevidad de estos árboles podría favorecer la selección de 

poblaciones bacterianas rizosféricas específicas y bien adaptadas que 

pueden constituir reservorios únicos de antagonistas microbianos contra el 

principal patógeno fúngico asociado a la raíz del olivo como lo es V. 

dahliae.  

Hasta ahora, pocas investigaciones (e.g., Hernesmaa et al., 2005; 

Muleta et al., 2009; Rumberger et al., 2007) se han enfocado en el estudio 

de la diversidad y estructura de las poblaciones microbianas asociadas con 

plantas leñosas. Actualmente, de acuerdo a nuestra información, este 

trabajo representa el primer estudio centrado en determinar la estructura y 

diversidad de las comunidades bacterianas presentes en el suelo 

rizosférico y raíces de olivos silvestres en Andalucía y su potencial como 

una nueva fuente de antagonistas contra V. dahliae.  

Los objetivos específicos del presente Capítulo fueron: (i) examinar 

la estructura y diversidad de las comunidades bacterianas del suelo 

rizosférico y raíces de olivos silvestres mediante un enfoque molecular 

cultivo-independiente y correlacionarlo con la diversidad genética de las 

poblaciones de olivo silvestre muestreados en la región de Andalucía, sur 

de España. (ii) Evaluar el potencial antagonista in vitro de los aislados 

bacterianos obtenidos mediante técnicas cultivo-dependientes de la 

rizosfera y endosfera de olivos silvestres contra V. dahliae patotipo 

defoliante. (iii) Identificar los antagonistas de V. dahliae seleccionados y 

caracterizar su potencial biotecnológico mediante evaluación in vitro de la 

producción de ácido indol-3-acético y diversos compuestos 

antimicrobianos. 
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V.3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

V.3.1. Áreas de muestreo 

 

Entre los olivo silvestres, se han reconocido dos formas distintas; los 

acebuches verdaderos (formas silvestres presentes en áreas no 

perturbadas) y formas asilvestradas los cuales ocurren en hábitats 

secundarios (i.e., áreas perturbadas o campos abandonados) que pueden 

ser plántulas originadas de variedades de clones cultivados o hibridaciones 

entre acebuches verdaderos y cultivares de olivo (Angiolillo et al., 1999; 

Besnard y Bervillé, 2000; Lumaret et al., 2004; Zohary y Hopf, 1994). 

En este estudio se obtuvieron y utilizaron 11 muestras que 

potencialmente incluían acebuches verdaderos procedentes de dos 

provincias (Cádiz y Córdoba) en Andalucía, sur de España (Tabla V.1; Fig. 

V.1 y Fig. V.3A).  

 

Tabla V.1. Localización y características de las muestras de acebuches utilizadas en este estudio  

Código 
muestra 

Genotipo 
olivo (edad 
en años) a 

 
Localización 

 
Coordenadas 

 
Altb 

(m) 

 
Clasificación Climática 

M1 W (>200) Cádiz, 4,1 km S Ubrique 36º38’27.38’’N 
5º26’37.53’’O 

361 Marítimo Mediterráneo 

M2 W (>200) Cádiz, 1,0 km SW Benaocaz 36º41’28.09’’N 
5º25’35.34’’O 

744 Marítimo Mediterráneo 

M3 W (>200) Cádiz, 0,5 km E Villaluenga del Rosario 36º41’42.79’’N 
5º22’57.22’’O 

828 Marítimo Mediterráneo 

LO W (>200) Cádiz, 8,0 Km SW Benalup-Casas Viejas 36°18'43.65"N 
5°54'1.14" O 

53 Marítimo Mediterráneo 

LOBA W (>200) 7,4 Km SW Benalup-Casas Viejas 36º18’26.64” N 
5º52’56.01” O 

47 Marítimo Mediterráneo 

NAJARA-1 W (>200) Cádiz, 4,8 km NE Vejer de la Frontera 36°17'25.14"N 
5°55'59.64"O 

42 Marítimo Mediterráneo 

NAJARA-2 W (>200) Cádiz, 4,8 km NE Vejer de la Frontera 36°17'24.82"N 
5°55'58.75"O 

43 Marítimo Mediterráneo 

BAETICA W (>200) Cádiz,1,5 km E Vejer de la Frontera 36º14’32.64’' N 
5º57’1.63” O 

14 Marítimo Mediterráneo 

MACO 
 

F (>100) Córdoba, 0,6 Km NE Medina Azahara 37°53'18.24"N 
  4°52'6.31"O 

252 Mediterráneo Subtropical 

LOMCO F-C (>100) Córdoba, 5,9 Km N Córdoba 37°56'1.98"N 
  4°48'23.33"O 

352 Mediterráneo Subtropical 

EPCO F-C (>100) Córdoba, 4,5 Km NW Córdoba 37°54'47.91"N 
  4°48'54.94"O 

261 Mediterráneo Subtropical 

a Silvestre (W), Asilvestrado (F), Cultivado (C) hipótesis tipo de acuerdo con criterios medioambientales, históricos y 
demográficos 
b Altitud sobre el nivel del mar 
c Clasificación climática (J. Papadakis) obtenida de SigMapa, Sistema de Información Geográfica del Ministerio de 
“Medioambiente, Rural y Marino” de España (http://sig.mapa.es/geoportal/). 

http://sig.mapa.es/geoportal/�
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Figura V.1. Localización de los reductos de acebuches muestreados en las provincias de Cádiz y 
Córdoba, en Andalucía, sur de España. 

 

 

Varios de los lugares muestreados en la provincia de Cádiz fueron 

considerados como buenos candidatos para albergar olivos silvestres 

genuinos de acuerdo con los criterios definidos por Lumaret et al. (2004): 

(i) condiciones climáticas pasadas y presentes adecuadas para el 

crecimiento del olivo silvestre (variantes húmedos y subhúmedos de clima 

termomediterráneo con un promedio de temperatura mínima del mes más 

frío y precipitación anual superior a los 5ºC y 450 mm respectivamente) y ii) 

aislamiento pasado y presente (usualmente más de 10 km) de las áreas de 

olivo cultivado. Algunas de estas poblaciones de acebuche fueron 

localizadas en bosques perennes de encinas en áreas irregulares que 

actualmente han llegado a ser reservas naturales. Los tres lugares 

muestreados en la provincia de Córdoba fueron localizados en hábitats no 

perturbados por cultivos, incluyendo formaciones degradadas y olivares 

abandonados que contenían formas asilvestradas y cultivares de olivos. 

Las coordenadas y la altitud de las zonas muestreadas se determinaron 

mediante un sistema de posicionamiento global (GPS) con resolución 

menor a un metro (Tabla V.1; Fig. V.1). La clasificación climática (J. 

Papadakis), , la temperatura media, mínima, y máxima anual (ºC) y la 

precipitación anual (mm) se obtuvieron de SigMapa, Sistema de 
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Información Geográfica del Ministerio español de "Medio Ambiente, Rural y 

Marino" (http:/ / sig.mapa.es / geoportal /) (Tabla V.1, Fig. V.2).  

 

 

V.3.2. Muestras de raíces y suelo rizosférico 

 

Las muestras de suelo y raíces (Fig. V.3B) se tomaron de tres 

puntos por árbol a una profundidad de 5-30 cm dentro del área de 

cobertura de la copa de los olivos (cerca de la zona de influencia de raíces; 

i.e., suelo rizosférico). Se obtuvo una muestra compuesta mediante la 

mezcla de raíces y suelo rizosférico de al menos cinco árboles por cada 

zona muestreada. Las muestras fueron inmediatamente almacenadas a 

4ºC en bolsas de plástico sin cerrar completamente, para asegurar 

suficiente aireación y prevenir pérdida de humedad hasta la evaluación de 

la estructura de las comunidades bacterianas. Los remanentes del suelo 

rizosférico fueron aireados y tamizados (malla de 2 a 5 mm) previo al 

análisis físico-químico. Las propiedades físico-químicas analizadas del 

suelo de cada zona incluyeron: textura, pH, carbono orgánico (SOC), 

contenido de nitrógeno (N) y la capacidad de intercambio catiónico (CEC) 

se determinó mediante la metodología descrita previamente por Álvarez et 

al. (2007) en el Laboratorio Oficial Agroalimentario de Córdoba, España y 

se encuentran incluidas en la Figura V.2. 
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Figura V. 2. Análisis de agregación de los datos combinados de las características climáticas y físico-
químicas de suelos de los lugares muestreados en el estudio. Todas las propiedades del suelo fueron 
estimadas según la metodología descrita previamente (Álvarez et al., (2007) por el Laboratorio Oficial 
Agroalimentario de Córdoba (Córdoba. España) y las características climáticas se obtuvieron a partir 
SIGMAPA, Sistema de Información Geográfica del Ministerio español de "Medioambiente, Medio Rural 
y Marino" (http://sig.mapa.es/geoportal/). Valores de “bootstrap” se indican en cada nodo. Silvestre 
(W), Asilvestrado (F), Cultivado (C) hipótesis tipo de acuerdo con criterios medioambientales, 
históricos y demográficos. Las localizaciones con acebuches verdaderos se encuentran marcadas en 
la figura. 
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V.3.3. Extracción de ADN y genotipado de acebuches mediante 

microsatélites 

 

Para caracterizar la diversidad genética de los acebuches de cada 

lugar muestreado, el ADN genómico total se extrajo de las muestras de 

raíces compuestas obtenidas de cada árbol de olivo silvestre. El ADN se 

extrajo de tres repeticiones (50 mg/ repetición) por lugar muestreado 

utilizando el kit de extracción comercial ‘G-SpinTM IIp Plant Genomic DNA 

Extraction Kit’ (Intron Biotechnology, Corea) y el sistema Fast Prep Bio 101 

(MP Biomedicals Inc., Francia) siguiendo el protocolo descrito por Landa et 

al. (2007). Las condiciones de PCR descritas por de la Rosa et al. (2002) 

se utilizaron para la amplificación con los siguientes pares de iniciadores 

SSR: ssrOeUA-DCA03, ssrOeUA-DCA09, ssrOeUA-DCA16 y ssrOeUA-

DCA18 (Sefc et al., 2000), y UDO99-043 (Cipriani et al., 2002). Estos 

iniciadores SSR se seleccionaron debido a que han demostrado ser los 

más adecuados e informativos y muestran el más alto poder de 

discriminación (número de loci/alelos) para estudios de poblaciones de 

olivo cultivado y silvestre (Baldoni et al., 2009; Belaj et al., 2007). 

La detección de productos se realizó mediante un secuenciador 

multicapilar automatizado (Modelo 3130XL genetic analyzer; Applied 

Biosystems, Warrington, Reino Unido) en la Unidad de Genómica del 

Servicio Central de Apoyo a la Investigación (SCAI) de la Universidad de 

Córdoba, España. La asignación de tamaños se realizó utilizando ROX500 

como estándar y el programa Genmapper 3.7 de Applied Biosystems como 

fue descrito anteriormente por Belaj et al., (2007). 

 

 

V.3.4. Extracción de las comunidades bacterianas de la 

rizosfera y endosfera 

 

Las muestras de raíces intactas, se agitaron cuidadosamente de 

forma manual para remover todo el suelo excepto el que naturalmente está 
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adherido a las raíces. Las muestras compuestas de raíces se cortaron en 

fragmentos de 1 cm con unas tijeras estériles para obtener una muestra 

uniforme por lugar de muestreo. Las suspensiones de la rizosfera se 

obtuvieron agitando vigorosamente 2 g de los fragmentos de raíces en 20 

ml de agua destilada estéril utilizando un agitador orbital durante 10 

minutos y posteriormente se sometió a un baño de ultrasonido (Ultrasons, 

JP Selecta SA, Barcelona, España). La suspensión resultante se consideró 

que contenía las poblaciones bacterianas de la rizosfera. Para la extracción 

del ADN del suelo rizosférico, se recogió el ‘pellet’ o precipitado obtenido a 

partir de la centrifugación consecutiva a 11,000 rpm durante 4 minutos de 3 

ml de la suspensiones de la rizosfera. Para el estudio de las poblaciones 

de la endosfera de la raíz, los fragmentos de raíz (2 g) fueron esterilizados 

superficialmente con una solución al 2% de hipoclorito de sodio (NaClO) 

durante 3 minutos y un lavado durante tres veces consecutivas con agua 

destilada estéril. Las muestras de raíz fueron trituradas utilizando un molino 

(Bosh MMB 2000, Robert Bosch España, S.A., Madrid, España) con 100 ml 

de agua destilada estéril. La suspensión resultante se consideró que 

contenía las comunidades bacterianas de la endosfera. Para confirmar que 

la esterilización superficial de las raíces fue correctamente realizada, se 

utilizaron alícuotas de 100 µl del agua utilizada en el último paso de lavado 

de las muestras de raíces y fueron sembradas en placas con medio de 

cultivo R2A agar (Biolife Italiana S.r.l. Milan, Italia). El crecimiento 

bacteriano en las placas se observó  después de un periodo de incubación 

a 28oC durante 3 días. 

Las suspensiones de la rizosfera y endosfera fueron diluidas en 

serie y sembradas en el medio R2A agar (100 µl de cada serie de dilución 

con tres placas-repeticiones por dilución). Las placas se incubaron en 

oscuridad a 28oC. Se seleccionaron las diluciones más adecuadas y se 

realizó el conteo de colonias después de cuatro días de crecimiento en las 

condiciones anteriormente mencionadas (Fig. V.3C). Por cada sitio de 

muestreo, se seleccionaron aproximadamente 40 y 25 aislados de la 

rizosfera y endosfera, respectivamente (Fig. V.3D), que fueron 
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considerados representativos del total de bacterias presentes en las placas 

después de la observación visual y óptica mediante un microscopio 

estereoscópico (Nikon SMZ1500, Japón), identificando diferentes colores, 

texturas o morfologías de las colonias. 

 

 

V.3.5. Extracción de ADN de la rizosfera  

 

La extracción del ADN de la rizosfera se realizó mediante el kit de 

extracción “MoBio UltracleanTM Soil DNA” (MoBio laboratories, Inc; 

Carlsbad, CA, EE.UU.). Los “pellets” o precipitados de las suspensiones de 

la rizosfera (aproximadamente 200 mg) se agitaron en el sistema FastPrep-

24 (MP Biomedicals, Inc. Francia) a 6.0 m/s por 40 s para disgregar las 

partículas de suelo y las células bacterianas. Posteriormente, el ADN fue 

extraído de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El ADN extraído fue 

diluido en agua estéril ultrapura (Sigma, Madrid, España), se evaluó la 

integridad y calidad del ADN extraído mediante tinción con bromuro de 

etidio y se cuantificó en triplicado utilizando el Quant-iT DNA Assay Kit 

Broad Range fluorometric assay (Molecular Probes Inc., Leiden, Holanda) y 

un espectrofotómetro modelo Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, 

Wilmington, DE, EE.UU.). Las concentraciones de ADN obtenidas variaron 

en un rango de 10 a 30 ng/µl y de 3 a 15 ng/µl para las muestras de suelo 

y rizosfera, respectivamente, que fueron utilizadas directamente para la 

amplificación. 

 

 

V.3.6. Perfil de las comunidades bacterianas rizosféricas 

 

La estructura de las comunidades bacterianas de la rizosféra de 

olivo silvestre fue estudiada mediante un enfoque molecular utilizando el 

análisis de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restricción 

Terminales Fluorescentes (FT-RFLP, siglas en inglés) de las secuencias 
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amplificadas de la región 16S del ADNr. Los genes 16S del ADNr se 

amplificaron utilizando los iniciadores 8f (5´-AGA GTT TGA TCC TGG CTC 

AG-3´) y 1492r (5´-ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT -3´) (Weisburg et 

al., 1991). El iniciador 8f fue marcado con FAM (6-carboxyfluoresceina) 

para la visualización de los fragmentos de restricción terminal (TRF). La 

reacción PCR se realizó en un volumen final de 25 µl utilizando 2.5 µl 10x 

buffer libre de Mg, 2 mM MgCl2, 0.2 mM de cada dNTP, 15 µl de agua ultra-

pura estéril (Sigma, Molecular Biology Reagent), 1 mM de cada iniciador, 

0.5 μg RNasa, 0.33 µl de BiotaqTM polimerasa (BioLine, Londres, Reino 

Unido) y 2.5 µl del ADN diana de las muestras de rizosfera. La 

amplificación se realizó en un termociclador C1000 Bio-Rad (Bio-Rad, 

Madrid, España) y el programa para la amplificación constó de un paso de 

5 min de desnaturalización inicial a 95oC, seguido por 30 ciclos de 94 oC 

por 1 min, 54 oC por 45 s y 70 oC por 1 min, y una extensión final a 70 oC 

por 8 min. El éxito en la amplificación de la PCR fue inicialmente verificada 

mediante electroforesis en gel de agarosa antes de realizar el análisis FT-

RFLP (Fig. V.3J). 

Para la digestión de los productos de PCR amplificados, fse 

utilizaron los enzimas de restricción MspI y RsaI (Fermentas, St. Leon-Rot, 

Alemania). La digestión se realizó en 10 µl de reacción conteniendo 5 

unidades de las enzimas MspI o RsaI, y 4 µl del producto de PCR 

marcado. Las disgestiones fueron realizadas a 37 oC durante 3 h seguidas 

de un paso de inactivación de 65 oC durante 10 min. Cuatro microlitros del 

ADN digerido se diluyeron en 6 µl de agua para el análisis de fragmentos. 

Los TRFs fueron separados en un analizador genético 3130XL (Applied 

Biosystems, Warrington, Reino Unido) en el Servicio Central de Apoyo a la 

Investigación (SCAI) de la Universidad de Córdoba. Los tamaños de los 

fragmentos fueron determinados utilizando el estándar de tamaño 

ROX500, y las matrices que contenían la incidencia, así como la altura y 

área de los picos de los datos individuales de TRF de todas las muestras 

se generaron con el paquete estadístico Genemapper version 3.7 (Applied 

Biosystems). Los picos menores de 100 unidades de fluorescencia y 50 pb 
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no fueron incluidos en el análisis para eliminar los dímeros de iniciadores y 

otras pequeñas moléculas presentes en los perfiles, así como aquellos 

TRFs que no se encontraban presentes en al menos dos de las tres 

repeticiones de los perfiles. También los TRFs que difirieron en menos de 1 

pb fueron agrupados, a menos que los picos individuales fueran detectados 

de una forma reproducible. Finalmnte los perfiles de FT-RFLP fueron 

estandarizados basándose en el método descrito previamente por Dunbar 

et al., (2001). La abundancia relativa de cada TRF fue calculada como el 

ratio del área del pico para ese TRF respecto de la suma del área de todos 

los TRFs en el perfil, expresado en porcentaje. 

 

 

V.3.7. Detección in vitro de bacterias antagonistas 

 

La capacidad de los aislados bacterianos de la rizosfera y endosfera 

obtenidas de acebuches de inhibir el crecimiento fúngico in vitro de V. 

dahlie fue evaluada mediante el ensayo de cultivo dual en medio Waksman 

agar conteniendo por litro de medio: 5 g de proteosa-peptona (Panreac, 

Barcelona, España), 10 g glucosa (Panreac), 3 g extracto de carne 

(Sharlau Chemie, Barcelona, España), 5 g NaCl (Panreac) y 20 g agar 

(Difco Laboratories, Detroit, MI, EE.UU.), y ajustando el pH final a 6.8. Se 

utilizó el aislado V138 de V. dahliae  perteneciente al patotipo defoliante 

(Navas-Cortés et al., 2008) que fue cultivado en medio Czapek-Dox-Broth 

(Difco) durante 14 días en un agitador orbital a 120 rpm y 25C. La 

concentración de conidias en el medio líquido fue estimado mediante un 

hematocitómetro, y posteriormente se diluyeron en agua destilada estéril 

hasta alcanzar una concentración aproximada de 5 x 106 conidias/ml, 

Posteriormente, 100 µl de la suspensión de conidias fue sembrada en el 

medio cubriendo completamente la superficie del mismo, y éste se 

mantuvo en la cámara de flujo para su completa absorción y secado 

durante 30 min.  Posteriormente, 5 µl de un cultivo en medio caldo soja 

triptona (Difco) de los aislados bacterianos en microplacas de 96 pocillos 
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tras 24 h de incubación a 28ºC se inocularon sobre las placas conteniendo 

el medio Waksman agar y se incubaron a 28C. Después de 5 días, se 

evaluó la anchura de las zonas de inhibición de la forma siguiente: (+++= 

10-15 mm halo de inhibición, ++= 5-10 mm halo de inhibición, += 1-5 mm 

halo de inhibición y  - = sin halo de inhibición) (Fig. V.3E). Únicamente los 

aislados bacterianos que mostraron actividad antagonista in vitro contra V. 

dahliae fueron posteriormente caracterizados fenotípica y genotípicamente. 

 

 

V.3.8. Producción de exoenzimas y metabolitos secundarios 

 

La actividad quitinolítica, proteolítica y lipolítica de las bacterias 

antagonistas fue evaluada mediante el ensayo en placas con medio semi-

cuantitativo (Chernin et al., 1995). La actividad quitinasa (degradación del 

polímero β-1-4-glucosamina) fue evaluada en el medio mínimo quitina 

mediante la detección de zonas claras (halos) alrededor del crecimiento 

bacteriano después de 5 días de incubación a 30oC. La actividad proteasa 

(degradación de la caseína) se determinó a partir de la detección de halos 

en el medio leche desnatada agar (50 ml de leche desnatada esterilizada 

mezclada a 55°C con 50 ml de 1/5 de caldo soja triptona (TSB) y 4% de 

agar) después de 5 días de incubación a 30ºC (Fig. V.3F). La actividad 

lipolítica fue evaluada utilizando el medio Tween 80 agar y fue determinada 

mediante la detección de zonas túrbidas alrededor del crecimiento 

bacteriano (Fig. V.3I). La producción total de sideróforos se evaluó bajo 

condiciones limitantes de hierro mediante el ensayo universal de 

producción de sideróforos desarrollado por Schwyn y Neilands (1987) 

después de un periodo de incubación de 5 días a 30ºC (Fig. V.3H). Las 

zonas de inhibición o presentando actividad fueron evaluadas de la 

siguiente forma: +++= >10 mm  halo, ++= 5-10 mm  halo, += 1-5 mm halo y  

- = sin halo). La capacidad de los aislados bacterianos de producir ácido 

indol-3-acético (AIA) se determinó mediante el método de microplacas 

desarrollado por Sawar y Kremer (1995). La capacidad de los aislados de 
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Pseudomonas spp. de producir sideróforos fluorescentes fue evaluada 

mediante la siembra directa de las bacterias en medio B King (King et al., 

1954) incubadas a 25°C por 2 días y la inspección de las mismas bajo luz 

UV a 366 nm (Fig. V.3G). También, se correlacionó la capacidad de 

producir 2,4-diacetilfluoroglucinol de los aislados de Pseudomonas spp. 

con la presencia del gen phlD mediante ensayos PCR utilizando los 

iniciadores B2BF y BPR4 y las condiciones de amplificación descritas 

anteriormente por Landa et al., (2002, 2006). 

 

 

V.3.9. Identificación de las bacterias antagonistas 

 

Todos los aislados bacterianos que mostraron actividad antagonista 

contra V. dahliae fueron identificados a nivel de género/especie mediante 

la secuenciación de la región 16S ADNr. Las amplificaciones fueron 

realizadas como se han descrito anteriormente y las secuencias fueron 

purificadas utilizando el kit de purificación “PureLink PCR Purification Kit” 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). La totalidad de la longitud de los 

fragmentos amplificados del 16S ADNr (1,500 bp) fue secuenciada 

directamente utilizando ambos iniciadores (8f/1492r) en las instalaciones 

de STABVIDA (Caparica, Portugal). Las secuencias fueron alineadas y los 

errores de la secuencia consenso manualmente editadas utilizando el 

paquete informático Bionumerics 6.1 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, 

Bélgica). Los aislados fueron identificados a nivel de género/especie por: 

(1) The Ribosomal Database Project's (http://rdp.cme.msu.edu) Naïve 

Bayesian Classifier (80% umbral de confianza), y (2) el algoritmo del 

“vecino más próximo” en la base de datos ‘nt’ del Genbank después del 

alineamiento con las secuencias de los genes 16S ADNr de referencia 

mediante el algoritmo BLAST de acuerdo con Altschul et al. (1997). Las 

secuencias 16S ADNr representativas de diferentes filum, clases, ordenes, 

familias y géneros de bacteria obtenidas en este trabajo fueron 

depositadas en la base de datos del GenBank.  
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Figura V.3. Procedimiento para el aislamiento aislados bacterianos procedentes de la rizosfera y 
endosfera de olivo silvestre y la caracterización del potencial antagonista frente Verticillium dahliae 
patotipo defoliante. 
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V.3.10. Análisis de datos  

   

Los datos de densidad de población bacteriana (unidades 

formadoras de colonia, ufc) fueron convertidos al log ufc/g peso fresco de 

raíz para satisfacer los supuestos del test paramétrico del análisis 

estadístico utilizado. Los datos fueron analizados mediante STATISTIX 9.0 

(Analytical Software, St. Paul, MN, EE.UU.). Las diferencias en las 

densidades de población entre tratamientos se determinaron mediante 

análisis de la varianza estándar y la comparación de medias entre 

tratamientos fue realizada mediante el Contraste Protegido de Fisher de las 

Mínimas Diferencias Significativas (P= 0.05). 

Los datos de propiedades físico-químicas del suelo, características 

climáticas de las zonas muestreadas y los datos TRFs de los perfiles de las 

comunidades bacterianas (promedio de las tres repeticiones muestreadas 

por reducto de olivo silvestre) de la rizosfera fueron objeto de un análisis de 

componentes principales (PCA) y análisis de agregación utilizando la 

medida de distancia Euclídea al cuadrado. Los dendrogramas se 

construyeron utilizando el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method 

with Arithmetic Mean). Todos los procedimientos estadísticos se realizaron 

con los paquetes estadísticos Bionumerics 6.1 y SAS (Statistical Analysis 

System, versión 9.1, SAS Institute, Cary, NC, EE.UU.).  

Los estadísticos de diversidad fueron calculados a partir de perfiles 

normalizados de las muestras de la rizosfera mediante el número y área de 

los picos (TRFs) en cada perfil como representaciones del número y 

abundancia relativa de filotipos, según lo definido por Dunbar et al., (2000). 

La riqueza de filotipos (S) fue calculada como el número total de TRFs con 

distinto tamaño (entre 50 y 500 pb) en el perfil. El índice de diversidad de 

Shannon-Weiner (Shannon y Weaver, 1963) fue calculado de la siguiente 

manera: H = - Σ (pi) (log pi), donde p es la proporción del área de un pico 

individual en relación con la suma de todas las áreas de los picos en una 

muestra (Hackl et al., 2004). 
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Un esquema de evaluación similar al desarrollado por Faltin et al. 

(2004) se utilizó para caracterizar los aislados bacterianos con alto 

potencial antagonista y para comparar este potencial en base a la 

localización geográfica de la muestra, microhábitat (rizosfera o endosfera) 

e identidad de las especies. Para este propósito, se utilizó un sistema de 

puntuación donde se asignaron puntos para cada carácter bacteriano: 

hasta tres puntos en base a la anchura de la zona de inhibición o 

producción de un halo claro para la actividad antagonista hacia V. dahliae y 

para la producción de enzimas hidrolíticas, sideróforos, auxinas y 

fluorescencia en medio B de King. El total de puntos posibles de asignar 

fue de 21. Posteriormente, se calculó un Índice de Puntuación Relativo de 

Antagonismo (RASI) refiriendo la puntuación dada a cada carácter 

bacteriano respecto la máxima puntuación posible para cada carácter. 

Finalmente se realizó un análisis de agregación para los caracteres 

antagonistas fenotípicos mediante el coeficiente de correlación de Pearson 

y el método de algoritmo UPGMA como se describió anteriormente. 

 

 

V.4. RESULTADOS 

 

V.4.1 Caracterización de las áreas de acebuches muestreadas 

en el estudio 

El análisis combinado de las propiedades físico-químicas del suelo y 

las características climáticas diferenciaron a las once muestras de 

acebuche en tres grupos principales según su localización geográfica 

(Figs. V.1 y V.2). Las muestras procedentes de formas asilvestradas de 

olivo de la provincia de Córdoba pueden distinguirse claramente de los 

verdaderos olivos silvestres de la provincia de Cádiz (Fig. V.2). Al estimar 

la diversidad genética del ADN extraído de las muestras de raíces de los 

olivos silvestres y formas asilvestradas encontramos amplificaciones 

reproducibles y alelos discernibles sólo con las parejas de marcadores 

ssrOeUA-DCA03 y UDO99 043. Sin embargo, estos resultados fueron 
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suficientes para determinar que las muestras de cada lugar constituían un 

conjunto diferente de genes de olivo, con la provincia de Cádiz mostrando 

un mayor número de alelos que en la provincia de Córdoba (datos no 

presentados). 

 

 

V.4.2 Perfiles de las comunidades bacterianas de acebuches 

 

El ADN extraído directamente de los “pellets” de la rizosfera 

amplificaron con éxito productos de aproximadamente 1500 pb. Tanto la 

longitud del fragmento como el área del pico se consideraron como 

parámetros para la comparación de perfiles después de la normalización 

de los datos TRF según lo descrito por Hackl et al., (2004). Se utilizaron 

dos enzimas de restricción para crear diferentes perfiles genéticos o 

'fingerprints' de cada una de las muestras en el análisis de FT-RFLP. 

Ambos enzimas, MspI y RsaI produjeron de forma consistente un elevado 

número de picos con suficiente resolución que osciló entre 12-59 y 10-38 

picos, respectivamente, dependiendo de la muestra de acebuche y la 

repetición. Con MspI se generó un número mucho mayor de TRFs 

diferentes (115) en comparación con RsaI (54). El término Riqueza en 

filotipos "S" se aplicó determinando el número de picos con intensidades > 

50 UF y el índice de Shannon-Weiner se calculó como una medida de la 

diversidad, el cual mostró diferencias en función de la enzima de restricción 

utilizada y la muestras de la rizosfera de las diversas zonas de acebuche 

(Fig. V.4). Hubo diferencias de Riqueza y de los valores del índice de 

Shannon-Weiner dependiendo del enzima de restricción utilizado y de la 

localización de la muestra de acebuche sin seguir ningún patrón general 

(Fig. V.4).  
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Figura V.4. Análisis de agregación de los perfiles de fragmentos de restricción terminales 
fluorescentes de la población de bacterias de la rizosfera de las once muestras de acebuches 
generados por los enzimas MspI y RsaI. Tres amplificaciones independientes se combinaron 
previamente al análisis para cada localización. El método UPGMA fue aplicado para generar la matriz 
de similitud de la abundancia relativa de cada uno de los fragmentos de restricción terminal (TRF) 
utilizando el coeficiente de la distancia Euclídea al cuadrado. El análisis combinado de agregación de 
los patrones TRFs de MspI+RsaI corresponden al promedio de los datos obtenidos con los dos 
enzimas de restricción analizados de forma independiente. La Riqueza (Número de TRFs) e Índice de 
diversidad de Shannon-Weiner para ambos enzimas de restricción fueron incluidos también para cada 
localización. Los valores de “Bootstrap” se indican en cada nodo. Las localizaciones con acebuches 
verdaderos se encuentran marcadas en la figura en un recuadro gris.  
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El análisis de agregación (UPGMA) y de PCA de los datos de TRFs 

analizados de forma independiente para MspI y RsaI o combinados 

(MspI+RsaI) de las once comunidades rizosféricas estudiadas reveló que 

cada reducto de acebuches constituye una reserva única de diversidad 

bacteriana (Fig. V.4). De este modo, las comunidades bacterianas de la 

rizosfera de acebuches parecen ser únicas, incluso cuando las muestras 

de la rizosfera se encuentran cercanas en su localización geográfica o 

proceden de suelos con propiedades físico-químicas del suelo similares 

(Fig. V.4). Por otra parte, las comunidades bacterianas rizosféricas de las 

formas asilvestradas de Córdoba se agrupaban juntas en un mismo grupo 

claramente diferenciado de los verdaderos acebuches silvestres de Cádiz 

(Fig. V.4). 

 

 
V.4.3. Poblaciones de bacterias cultivables en la rizosfera y 

endosfera del sistema radical de acebuches 

 

La densidad de población de bacterias cultivables de la rizosfera 

varió entre log 5,94 a 6,69 ufc/g de raíz y fue para todas las zonas de 

muestreo significativamente mayor (P < 0,05) que las poblaciones 

encontradas en el endosfera las cuales variaron entre log 2,51 y 4,93 

unidades formadoras de colonia (ufc)/g de raíz (Tabla V.2). Los endofitos 

bacterianos en la localización EPCO estuvieron por debajo del límite de 

detección (Tabla V.2). En todos los casos existieron diferencias 

significativas (P < 0,05) entre las poblaciones bacterianas de la rizosfera y 

la endosfera para los lugares muestreados. En general, todas las muestras 

de la provincia de Córdoba, incluidas las formas asilvestradas mostraron 

poblaciones bacterianas tanto de la rizosfera como de la endosfera 

significativamente más bajas que las muestras de la provincia de Cádiz, 

que incluye las formas reales de olivo silvestre (Tabla V.2). Hubo una 

correlación positiva y significativa (r = 0,7765, P = 0,0049) entre las 

densidades de población de bacterias cultivables totales en la rizosfera y 

las que se encuentran en la endosfera. 
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Tabla V.2. Densidades de población de bacterias cultivables y aislados bacterianos antagonistas frente 
a Verticillium dahliae recuperados de la rizosfera y la endosfera de acebuches en las once 
localizaciones muestreadas en Andalucía, sur de España (Fig. V.1.) 
 

Aislado bacteriano a 

Origen 

Código 

muestra Prefijo Número 
Nivel de población 
Log (ufc/g raíz) b 

Antagonistas  
(%) 

Rizosfera M1 RacM1- 1-7, 11-12, 66-70 5.93 de * 50.0 

 M2 RacM2- 16-18, 22, 73 6.69 a * 20.0 

 M3 RacM3- 76 6.48 a * 3.3 

 LO RacLO- 23-28 6.37 ab * 20.0 

 LOBA RacLOBA- 36-40, 60-64 6.25 abc * 16.7 

 NAJARA-1 RacNa1- 56-58 6.33 ab * 13.3 

 NAJARA-2 RacNa2 48-51 6.47 a * 13.6 

 BAETICA RacBaet- 78-80 6.46 ab * 10.0 

 MACO RacMACO- 86-90 5.94 cd * 16.7 

 LOMCO RacLOMCO- 91 6.12 bcd * 3.3 

 EPCO RacEPCO- 92-94 5.37 e * 10.0 

Endosfera M1 EacM1- 9-10, 71-72 4.76 ab 46.7 

 M2 EacM2- 19-21, 74-75 4.93 ab 33.3 

 M3 EacM3- 77 4.70 ab 6.6 

 LO EcLO- 29-35 4.78 ab 46.7 

 LOBA EacLOBA- 41-47, 65 4.74 a  
46.7 

 Najara-1 EcNa1- 59 4.08 abc 6.7 

 Najara-2 EacNa2- 52-55 4.77 ab 26.7 

 Baetica EacBaet- 81-83 3.61 bc 20.0 

 MACO EacMACO- 84-85 2.51 de 13.3 

 LOMCO EacLOMCO- ----- 3.09 cd 0.0 

 EPCO EacEPCO- ----- 1.60 e (DL) 0.0 
      

a Los aislados bacterianos de cada localización fueron designados como Racx-y y Eacx-y, según origen en la raíz 
rizosfera o endosfera, respectivamente; donde 'x' representa el código de la muestra, e 'y' el número de aislado. 
b El tamaño de las poblaciones totales de bacterias fue determinado mediante dilución en placas en medio R2A.  
c La medias con diferente letras y/o asteriscos indican diferencias significativas entre localizaciones o entre los 
nichos de la raíz (rizosfera vs endosfera) de acuerdo con el contraste protegido de Fisher’s de las Mínimas 
Diferencias Significativas (P=0.05). DL= Los niveles de población de algunas repeticiones estuvieron por debajo de 
limite de detección. Los datos de colonización fueron transformados a log (ufc/g de peso fresco de raíz) antes del 
análisis de datos. 
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V.4.4. Antagonismo in vitro frente a Verticillium dahliae Kleb 

 

Un total de 675 aislados bacterianos fueron obtenidos de la rizosfera 

y la endosfera de olivo silvestre y evaluados por su actividad antagonista in 

vitro frente V. dahliae patotipo defoliante (PD). De estos 675 aislados 

bacterianos, 94 (14%) mostraron altos niveles de actividad antagonista 

contra V. dahliae PD. De todas las muestras de la rizosfera y la endosfera 

de acebuches se obtuvieron aislados bacterianos con actividad antagonista 

frente a V. dahliae PD, con la excepción de dos muestras de la endosfera 

de las localizaciones LOMCO y EPCO (Tabla V.2). Es de destacar la 

correlación positiva y significativa encontrada entre los porcentajes de 

antagonistas encontrados en la rizosfera y la endosfera (r = 0,6956, P = 

0,0175), y entre las densidades de población de bacterias cultivables 

totales en la endosfera y la proporción de antagonistas encontrados en 

este nicho (r = 0,7396, P = 0,0093). Sin embargo, esta correlación no se 

encontró en la rizosfera (r = -0.1752, P = 0,6064).  

La mayoría de los antagonistas bacterianos fueron aislados de la 

rizosfera (59,6%), mientras que los antagonistas procedentes de la 

endosfera representaron el 40,4%. Los antagonistas bacterianos de la 

rizosfera y de la endosfera mostraron patrones de antagonismo similares 

con la mayoría de ellos mostrando actividad proteolítica (73,3%), lipolítica 

(76,4%) y quitinolítica (56,8%), y produciendo la hormona ácido indol-3-

acético (75,3%) y sideróforos (76,0%). Dentro de los 26 aislados 

bacterianos identificados como Pseudomonas spp. (ver más abajo), la 

mayoría de ellos (76,9 %) produjeron pioverdinas en medio B de King 

detectado mediante fluorescencia bajo luz UV, y el 23,1% fueron positivos 

para phlD (Fig. V.5). Todos los aislados bacterianos mostraron al menos 

tres actividades antagonistas y el 21,3% de ellos las cinco actividades 

estudiadas (Fig. V.5). El índice de puntuación de antagonismo relativo 

(RASI) varió del 14,3 hasta 61,9% entre los 94 aislados bacterianos 

evaluados. No se encontró correlación entre el número de actividades 

antagonistas y valores del RASI y la procedencia de los aislados 
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bacterianos, fueran de la rizosfera o endosfera, localización o tipo de 

genotipo de la muestra de acebuche (Fig. V.5).  

El análisis de agregación combinado los caracteres antagonistas 

fenotípicos llevado a cabo con el coeficiente de correlación de Pearson y 

con el algoritmo UPGMA reveló cuatro grupos principales, con una alta (> 

70%) correlación cofenética, con un valor de corte del coeficiente de 

agregación del 26,1%. No se encontró correlación entre la ubicación de los 

aislados bacterianos en los cuatro grupos principales y su origen en la raíz 

(rizosfera vs endosfera) o la localización de muestreo (Fig. V.5). También 

se encontraron diferentes subgrupos que pueden ser identificados dentro 

de los cuatro grupos principales y que congregan aislados bacterianos de 

acuerdo a las diferentes propiedades antagonistas y a los valores RASI 

presentes en cada aislado bacteriano (Fig. V.5).  

 

 

V.4.5. Identificación de bacterias antagonistas 

 

Para evaluar la diversidad genética de los antagonistas bacterianos 

frente V. dahliae PD se obtuvieron las secuencias parciales 16S del ADNr 

(aproximadamente 1.400 pb). Las secuencias de los genes 16S del  ADNr 

revelaron que cuatro fila de bacterias representaban todos los antagonistas 

bacterianos procedentes de todos los reductos de acebuches. (Fig. V.5, 

Tabla V.3). El filum Firmicutes fue el grupo filogenético más abundante en 

cuanto al número de aislados (52), representando el 62,8% de todas las 

bacterias examinadas, seguido por Proteobacteria con 32 aislados 

(34,0%). Bacteroidetes y Actinobacteria fueron menos abundantes 

contando sólo con el 2,1% y 1,1% de los aislados, respectivamente. 

Bacillus fue el principal taxon identificado representando el 56,4% 

del total de los antagonistas, seguido por Pseudomonas con 27,7%. Todas 

las especies de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. identificados fueron 

aisladas tanto de la rizosfera como de la endosfera. Sin embargo, mientras 

que todas las especies de Bacillus spp. identificadas se encontraron en 
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una proporción similar en la rizosfera (56,6%) y como endofitos de la raíz 

(43,4%), la mayoría de las especies de Pseudomonas spp. identificadas 

fueron aisladas de la rizosfera (73,1%) en comparación con los aislados de 

la endosfera (26,9%) (Fig. V.5, Tabla V.3). Usando la metodología del 

vecino más cercano en el GenBank 'nt' las especies de Bacillus más 

frecuentemente identificadas pertenecieron al grupo B. subtilis/B. 

amyloliquefaciens seguido del grupo B. cereus/B. thuringiensis (datos no 

presentados). En el caso de Pseudomonas, la mayoría de cepas de 

bacterias antagonistas no pudieron ser asignadas a nivel de especie, o si 

se hizo correspondieron a P. fluorescens/P. reactans y P. brassicacearum 

(datos no presentados). Otros antagonistas encontrados en una proporción 

minoritaria pertenecían al género Paenibacillus (7,4%), específicamente P. 

polymyxa, que fueron aislados tanto de la rizosfera como de la endosfera. 

Otras bacterias fueron identificadas como Acinetobacter rhizosphaere 

(aislados RacM1-1, RacMACO-86 y RacMACO 87) y Rhodococcus 

wratislaviensis (aislado RacM1-1) y fueron sólo encontrados en la rizosfera, 

mientras que dos aislados (RacM1-14 y RacM1-15) fueron identificados 

como Chryseobacterium vrystaatense y se encontraron sólo como 

endofitos de la raíz.  

 

Tabla IV.3. Distribución taxonómica de los 94 aislamientos de bacterias antagonistas frente a Verticillium 
dahliae patotipo defoliante recuperados de la rizosfera y la endosfera de acebuches en Andalucía, España.  
 

Origen a 

Filo Clase Orden Familia Género Rizosfera Endosfera (%)b 

Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae 

Paenibacillaceae 

Bacillus 

Paenibacillus 

30 

3 

23  

4 

56.4 

7.4 

Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 19 7 27.7 

   Moraxellaceae Acinetobacter 3  3.1 

  Enterobacteriales Enterobacteriaceae Rahnella 

Erwinia 

 1 

1 

1.1 

1.1 

 

Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Nocardiaceae Rhodococcus 1  1.1 

Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae Chryseobacterium  2 2.1 

a El número total de aislamientos bacterianos antagonistas asignado a cada población.  
b  Proporción antagonistas bacterianos totales identificados procedentes de acebuches incluyendo ambas poblaciones. 
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La asignación a nivel de género de los diferentes aislados, 

anteriormente referida, se realizó con un umbral de confianza 100% 

utilizando el 'Naïve Bayesian Classifier of the Ribosomal Database Project' 

con la excepción de cuatro aislados, RacM1-70, RacLOBA-47, RacM2-20 y 

RacM1-2 que presentaron un umbral de confianza 69-76% en su 

asignación taxonómica, y que fueron identificados como Bacillus sp., 

Rahnella aquatilis, Erwinia sp. y Pseudomonas sp., respectivamente, 

utilizando la metodología del vecino más cercano en  el GenBank 'nt' (Fig. 

V.5). 

 Los cuatro grupos definidos en el análisis UPGMA combinado de 

los caracteres antagonistas fenotípicos tuvieron alguna correlación con la 

identidad de las bacterias. Así, el grupo I estaba constituido en su totalidad 

por Bacillus spp., con la excepción de tres aisladoss bacterianos (un 

Paenibacillus sp., una Pseudomonas sp., y un Chryseobacterium sp.), el 

Grupo II fue el más diverso e incluyó representantes de todos los géneros 

identificados. Por el contrario, los  Grupos III y IV fueron constituidos sólo 

por Pseudomonas spp., con el Grupo IV agrupando a todas las 

Pseudomonas que contenían el gen phlD (Fig. V.5). 
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Figura V.5. Análisis de agregación de ocho características fenotípicas de antagonismo analizados 
con el coeficiente de correlación de Pearson y el algoritmo UPGMA. Valores de soporte estadístico 
o “Bootstrap” se indican en cada nodo. La puntuación de antagonismo total, y el índice de 
puntuación relativa de antagonismo (RASI), origen en la raíz, localización de la muestra y la 
identificación a nivel de género de las 94 aislados bacterianos se indican en la figura. (*) = Los 
grupos que  fueron definidos en base a un valor del coeficiente de corte conjunto del 26,14%. 
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V.5. DISCUSIÓN 

 

La Verticilosis ha sido descrita como uno de los problemas 

fitopatológicos más importantes en el cultivo del olivar en la Cuenca 

Mediterránea, incluyendo Andalucía, donde causa importantes pérdidas 

económicas. La Verticilosis del olivo se puede manejar de una forma más 

eficiente mediante la combinación de medidas preventivas de control tales 

como: (i) elección de la fecha de siembra y análisis de predicción del 

riesgo, (ii) uso de cultivares resistentes de olivo, y (iii) utilización de 

material de plantación libre del patógeno, etc. (Jiménez-Díaz et al., 2010; 

Navas-Cortés et al., 2008); cuya eficacia se podría ver reforzada por la 

protección del sistema radicular de la infección por el patógeno por 

diferentes medios, incluyendo la aplicación de agentes de biocontrol. 

En efecto, el uso de agentes de biocontrol, incluyendo las bacterias, 

se ha incrementado en todo el mundo como una alternativa prometedora 

para el control de patógenos de plantas residentes en el suelo, 

principalmente en los sistemas de agricultura sostenible y orgánica, tales 

como los que se practican en muchas zonas de Andalucía para el cultivo 

del olivo. Las bacterias del suelo son un componente esencial de la 

comunidad biótica en los hábitats de árboles leñosos naturales y cultivados 

y son en gran parte responsable de funcionamiento de los ecosistemas, 

porque participan en la mayoría de las transformaciones de nutrientes. En 

este sentido, las rizobacterias han sido objeto de una amplia investigación 

entre los microbiólogos y agrónomos, debido a su profundo efecto sobre el 

crecimiento y la salud de las plantas, y como una fuente potencial de 

agentes de biocontrol de patógenos residentes en el suelo. En este 

contexto, los parientes silvestres de los árboles de gran longevidad, como 

los acebuches, que exhiben una alta variabilidad genética, podrían 

constituir un nicho ideal para la exploración de nuevas cepas bacterianas 

con diversos mecanismos de antagonismo frente a hongos fitopatógenos. 

El principal objetivo de nuestro estudio fue explorar la diversidad bacteriana 



    Aislamiento, identificación y caracterización de rizobacterias de olivo silvestre antagonistas de Verticillium dahliae 

 187

de la rizosfera de acebuches y aprovechar ésta como una fuente 

importante e inexplorada de antagonistas bacterianos contra V. dahliae. 

Los resultados del análisis de diversidad genética de las muestras 

de acebuche mediante microsatélites y el análisis de agregación del 

conjunto de características fisicoquímicas del suelo y características 

climáticas indicaron que cada punto de muestreo difiere en los genotipos 

de olivo, el tipo de suelo y el clima. Así, el análisis de PCA y de UPGMA a 

partir de los datos de TRFs reveló la existencia de los mismos grupos 

principales que fueron mostrados por las características climáticas y del 

suelo de los diferentes ecosistemas muestreados, con las comunidades 

bacterianas de la rizosfera de acebuches verdaderos de la provincia de 

Cádiz diferenciándose en un grupo independiente de los supuestas formas 

asilvestradas de la provincia de Córdoba. Es interesante señalar que en un 

estudio reciente Belaj et al. (2010) observaron patrones de alta variación 

genética en acebuches en España, revelando que los acebuches en Cádiz, 

Andalucía, representan un fondo genético independiente que podía ser 

diferenciado de otros acebuches presentes en otras áreas y de todas las 

variedades cultivadas de olivo en España. 

Se ha establecido que las especie de planta huésped, incluso  el 

genotipo o variedad de una especie vegetal, y el tipo de suelo son los 

factores más importantes que determinan la estructura de las comunidades 

microbianas de la rizosfera. De hecho, se ha constatado que las variantes 

genotípicas naturales de una sola especie de planta seleccionarían la 

microbiota específica a partir del consorcio presente en el suelo como 

resultado de los perfiles de exudados único que presenta cada genotipo 

(Micallef et al., 2009). De la misma manera los diferentes suelos tienen 

características físico-químicas distintas que influyen en las comunidades 

microbianas, ya que proporcionan un hábitat específico que contribuye a 

seleccionar determinadas comunidades bacterianas (Garveba et al., 2004; 

Wang et al., 2008). En este sentido, en otras especies de plantas leñosas 

como en el manzano, se han encontrado diferencias significativas en la 

composición de la comunidad de la rizosfera de acuerdo a las 
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características genéticas de los portainjertos, así como a las características 

del suelo (Rumberger et al., 2007). Nuestros resultados indican que cada 

reducto de acebuches verdaderos constituye un reservorio único de 

diversidad bacteriana que puede ser diferenciada de las comunidades 

bacterianas de la rizosfera de olivos asilvestrados. Sin embargo cuál de 

estos factores: genotipo de la planta, tipo de suelo o clima es el principal 

promotor de la estructura de la comunidad bacteriana de estos acebuches 

no ha sido determinado todavía. 

Los microorganismos endófitos han sido estudiados en varias 

plantas huésped. Sin embargo, según nuestro conocimiento las 

poblaciones de microorganismos endofitos naturales presentes en la raíz 

de los acebuches no se han estudiado todavía. En otras especies de 

plantas, se ha documentado que las bacterias de la endosfera se 

encuentran en niveles menores de densidad de población que las bacterias 

de la rizosfera. En nuestro estudio, se encontraron resultados similares en 

donde para todos los lugares muestreados tanto las poblaciones de 

bacterias como la proporción de los antagonistas encontrados fueron 

significativamente mayores en la rizosfera que en la endosfera. Se ha 

constatado que la densidad de población y diversidad de endófitos es muy 

variable, dependiendo principalmente de la especie bacteriana y el 

genotipo del huésped, pero también del estado de desarrollo de la planta 

huésped y de las condiciones ambientales (e.g., Ahn et al., 2007; 

Marschner et al., 2004; Mendes et al., 2007; Rosenblueth y Martínez-

Romero, 2006). Nuestros resultados mostraron que las mismas especies 

de bacterias antagonistas (Pseudomonas y Bacillus) están presentes en 

los medioambientes de la rizosfera y de la endosfera en la mayoría de los 

lugares de muestreo, los que a su vez presentaban diferentes propiedades 

físico-químicas del suelo y condiciones ambientales sugiriendo una 

estrecha interacción entre estos géneros de bacterias y los acebuches.  

En el presente estudio, 675 aislados bacterianos fueron obtenidos 

de la rizosfera y de la endosfera de acebuches y evaluados in vitro por su 

actividad antagonista frente a V. dahliae PD. De éstos, el 14% mostró un 
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alto nivel de antagonismo (capacidad de inhibición) frente al patógeno en 

cultivo dual in vitro. Menores proporciones de antagonistas (5,7 a 8,3%) en 

la población de bacterias cultivables totales ha sido encontrada en otros 

estudios (e.g., Berg et al., 2002, Berg y Hallmann, 2006). En nuestro 

estudio, todos los reductos de acebuches muestreados albergaron 

antagonistas en la rizosfera y en la endosfera, y sólo en dos lugares, que 

contenían posibles formas asilvestradas de acebuches no pudieron 

aislarse antagonistas bacterianos de la endosfera. Sin embargo, cada lugar 

de muestreo difiere en gran medida en la proporción que representan las 

bacterias antagonistas con respecto al total de bacterias cultivables, 

oscilando entre 3,3% al 50,0%, a pesar de que el proceso de aislamiento y 

selección se llevó a cabo en las mismas condiciones. Como se ha indicado 

anteriormente, el genotipo del olivo silvestre, las características del suelo y 

el clima influyen en la estructura y la abundancia de las poblaciones de 

bacterias totales de la rizosfera y, de este modo, esos factores podrían 

afectar de manera diferente a las poblaciones específicas de bacterias 

antagonistas presentes en la rizosfera o la endosfera. Otros factores que 

podrían estar asociadas a procesos específicos de antagonismo y que 

podrían estar llevándose a cabo en localizaciones específicas de las raíces 

de los olivos han de estudiarse más a fondo. 

En diferentes investigaciones (Berg et al., 2002, 2006) se ha 

demostrado que las especies de plantas, el tipo de suelo (determinado por 

diferentes localizaciones) y el efecto de la rizosfera tienen una fuerte 

influencia sobre los antagonistas bacterianos de Verticillium asociados a 

las raíces de plantas huéspedes de este patógeno. De este modo, el efecto 

de la rizosfera en las comunidades bacterianas de antagonistas se reflejó 

en un incremento de aislados antagonistas y una mayor diversidad de 

determinados tipos genéticos ARDRA obtenidos de la rizosfera frente a 

una menor diversidad de antagonistas obtenidos del suelo circundante no 

rizosférico. Por otra parte, la proporción y la composición de los 

antagonistas bacterianos obtenidos de patata, colza y fresa se ha mostrado 

que está altamente influenciado por las especie de planta hospedadora, así 
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como por la etapa de crecimiento de ésta. En nuestro estudio encontramos 

que existe mayor diversidad de especies bacterianas y  proporción de 

antagonistas en la rizosfera en comparación con la endosfera. 

Bacillus spp. y Pseudomonas spp. fueron los antagonistas 

bacterianos predominantes en las raíces de los olivos silvestres. Bacillus 

spp. se encontró colonizando tanto la rizosfera como la endosfera en una 

proporción similar. En cambio, Pseudomonas spp. fue significativamente 

más abundantes en la rizosfera que en la endosfera. Nuestros resultados 

confirman los obtenidos en otras investigaciones que han descrito a 

Pseudomonas spp. y Bacillus spp. como los principales componentes de 

las comunidades microbianas asociadas raíz de muchas especies de 

plantas (Donate-Correa et al., 2004; Poonguzhali et al., 2006), que son 

capaces de colonizar la superficie de la raíz y pueden prevenir el desarrollo 

de patógenos de plantas y mejorar el crecimiento de éstas (Berg y 

Hallmann, 2006; Correa et al., 2009; Debode et al., 2007). 

La capacidad de Pseudomonas spp. y Bacillus spp. para inhibir el 

crecimiento de hongos fitopatógenos es bien conocida, habiéndose 

descrito como una de las rizobacterias beneficiosas más frecuente que 

muestran un amplio espectro  antifúngico (Muleta et al., 2007). En estudios 

cultivo-dependientes, Pseudomonas spp. aisladas de diferentes especies 

de plantas fueron las rizobacterias más abundantes con capacidad 

antagonista in vitro frente a V. dahliae, y su diversidad fue a la vez 

específica del lugar y de la planta de muestreo (Berg et al., 2002, 2006). 

Recientemente, Muleta et al. (2007, 2009), evaluó in vitro el efecto 

antagonista de rizobacterias cultivables autóctonas asociadas con otro 

huésped leñoso, Coffea arabica, y encontró que la mayoría de las bacterias 

que muestran la actividad antagonista frente Fusarium spp. eran miembros 

de Pseudomonas spp. y Bacillus spp.. El predominio de Pseudomonas spp. 

y Bacillus spp. cultivables en la rizosfera ha sido sugerido que puede estar 

condicionado por los medios de cultivo elegidos para realizar los 

aislamientos. En este estudio se utilizó medio R2A agar para el aislamiento 

de las bacterias cultivables más abundantes que habitan en raíces de olivo 
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silvestre. Nuestros resultados indican que tanto las poblaciones de 

Pseudomonas spp. y Bacillus spp. representan una alta proporción de las 

poblaciones microbianas indígenas asociada a la rizosfera y a la endosfera 

de acebuches cuya función biológica y su papel en su asociación con las 

raíces de este árbol debería ser explorada para aplicaciones 

biotecnológicas futuras en los sistemas de cultivo de olivo. 

Los integrantes de Pseudomonas spp. fueron principalmente 

dominados por  Pseudomonas spp. no identificadas, o P. fluorescens/P. 

reactans, mientras que los integrantes de Bacillus spp. fueron 

principalmente B. subtilis/B. amyloliquefaciens. Otros antagonistas 

encontrados en menor proporción y sólo en la rizosfera fueron 

Rhodococcus sp. y Acinetobacter sp., mientras que Erwinia sp., 

Chryseobacterium sp. y Rahnella sp. sólo se encontraron en la endosfera. 

Mención especial merece el caso del antagonista Rahnella aquatilis que 

sólo se encontró en un lugar y en baja proporción. Nuestros resultados 

observados de actividad in vitro R. aquatilis frente a V. dahliae se 

encuentran en concordancia con lo observado por Uppal et al. (2008). 

Además, estudios previos han demostrado que las cepas de R. aquatilis 

producen diferentes sustancias inhibidoras con un amplio espectro de 

actividad frente a una serie de bacterias y hongos fitopatógenos de plantas 

(Calvo et al., 2007; Chen et al., 2009; Jafra et al., 2009). 

Múltiples mecanismos de biocontrol han sido implicados en la 

supresión de enfermedades de raíz causadas por hongos mediante 

Pseudomonas y Bacillus incluyendo: i) la producción de antibióticos, 

toxinas, bio-surfactantes y enzimas líticas, ii) competencia por los nichos 

de la raíz, nutrientes y minerales y, iv) inducción de resistencia sistémica. 

Esto ha  llevado a sugerir que el principal éxito de un agente de biocontrol 

es atribuible en gran parte a las presencia de múltiples  mecanismos de 

biocontrol (Vassilev et al., 2006). En este sentido, algunas de las 

Pseudomonas y los Bacillus antagonistas con mayor actividad contra V. 

dahliae fueron los aislados que albergan el mayor número de 

características antagonistas. De este modo, todas las cepas antagonistas 
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mostraron al menos tres mecanismos (principalmente la actividad lipolítica 

y proteolítica, producción de diferentes niveles de ácido indol-3-acético 

(AIA) y sideróforos), y un alto porcentaje de las bacterias aisladas 

mostraron más de cinco caracteres diferentes. En este estudio, es difícil 

determinar que mecanismos pueden estar involucrados principalmente en 

la inhibición del crecimiento in vitro del V. dahliae, ya que muchos de los 

aislados mostraron caracteres antagonistas diferentes. Por otra parte, otros 

caracteres antagonistas que pueden estar potencialmente involucrados o 

no se analizaron o pueden no ser inducidos bajo nuestras condiciones in 

vitro. También es importante señalar que independientemente de su 

actividad antagonista, varias de las especies de Pseudomonas y Bacillus 

encontradas en la rizosfera y la endosfera del olivo son conocidas de ser 

activas en la solubilización de fosfato y nitrógeno (Cocking, 2003). También 

las cepas de R. aquatilis asociadas a la rizosfera de diversos cultivos 

tienen la capacidad de solubilizar el fosfato mineral y fijar nitrógeno, lo que 

implica que todas estas bacterias podrían tener efectos beneficiosos sobre 

el crecimiento de su planta huésped (Berge et al., 1991; Kim et al., 1997). 

En conclusión, se ha presentado por primera vez la existencia de 

una alta diversidad de bacterias en la rizosfera de acebuches, que en gran 

medida permanecen aún ocultas e inexploradas, que representan un 

reservorio único de antagonistas frente V. dahliae ya que exhiben diversos 

mecanismos de potenciales de biocontrol. Las investigaciones futuras 

deben centrarse en aprovechar la capacidad inherente de estas bacterias 

para colonizar la rizosfera y la endosfera del olivo. Este hecho podría 

posicionar a estos antagonistas en una situación favorable como 

potenciales agentes de biocontrol frente V. dahliae u otros patógenos 

presentes en el suelo protegiendo el sistema radical del olivo de sus 

infecciones o potencialmente promoviendo el crecimiento vegetal. En 

general, nuestro objetivo final sería un mejor manejo de la sanidad del 

sistema radical del olivo apoyado por bacterias beneficiosas aisladas de 

reductos naturales de acebuches, lo que resultaría en la producción de 
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plantones de olivo protegidos con estas bacterias beneficiosas y en 

consecuencia en una olivicultura más sostenible. 
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En este capítulo se recogen los resultados relativos al objetivo cuarto 

de esta Tesis Doctoral, en el cual se pretendía: 

 

 

 

 

 

 

Aislar, identificar y caracterizar aislados bacterianos a partir de la 

rizosfera de olivo silvestre (Olea europaea L. subsp. europaea var. 

sylvestris) y olivo cultivado (Olea europaea L. subsp. europaea var. 

europaea) con interés para diversas aplicaciones biotecnológicas. 
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VI.1. RESUMEN 

 

Las bacterias del suelo y la rizosfera han desarrollado funciones 

para sobrevivir que les permiten soportar la fuerte competición que 

caracteriza la mayoría de estos hábitats. Mediante análisis microbiológico y 

fisiológico clásicos y análisis molecular, aislamos e identificamos por 

primera vez en medio ambientes de clima Mediterráneos especies de 

Duganella asociadas con la rizosfera de plantas leñosas, concretamente 

olivo, que son capaces de producir violaceína, un metabolito secundario de 

color azul-morado de alto interés biotecnológico. Basado en la 

caracterización fisiológica y bioquímica, el análisis filogenético de tres 

genes incluyendo 16S ADNr, gyrB y vioA (implicado en la síntesis de 

violaceína), las siete cepas de Duganella spp. pudieron ser diferenciadas 

de acuerdo a su huésped de origen (olivo silvestre versus olivo cultivado). 

Todas las cepas de Duganella spp. produjeron violaceína in vitro, con 

niveles de producción natural más altos (hasta X65) que los citados en la 

literatura para cepas de otras especies bacterianas productoras de 

violaceína, aún cuando en esta Tesis Doctoral no se intentó optimizar las 

condiciones de cultivo para la producción de este compuesto. Las 

importantes aplicaciones biológicas, médicas, e industriales de la 

violaceína hacen de estas bacterias buenas candidatas para su explotación 

biotecnológica, ya que los bajos rendimientos en la producción de 

violaceína se consideran una de las principales limitaciones de las cepas 

silvestres para su producción masiva y explotación comercial. 

Independientemente de la producción de violaceína, también observamos 

que las cepas con pigmento morado provenientes de olivo mostraron 

actividad proteolítica y lipolítica y una débil producción de sideróforos. No 

se demostró actividad inhibidora in vitro frente bacterias gram-negativas y 

hongos fitopatógenos, pero si contra bacterias gram-positivas, ni de las 

cepas de Duganella spp. ni de sus filtrados crudos conteniendo violaceína. 

En este estudio, la significación ecológica de la asociación a largo plazo 

entre estas Duganella spp. con olivos centenarios silvestres y cultivados y 
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las comunidades microbianas autóctonas asociadas a su rizosfera es 

discutido. 

 

 

VI.2. INTRODUCCIÓN 

 

En las últimas décadas, las interacciones planta-microorganismo 

que ocurren en la rizosfera han sido objeto de considerables estudios, ya 

que la rizosfera se considera un potencial reservorio para el 

descubrimiento de especies microbianas de diverso interés biotecnológico 

(Ryan et al., 2009; Weisskopf et al., 2008; Li et al., 2004). De hecho, los 

microorganismos del suelo y la rizosfera han evolucionado funciones que 

les permiten sobrevivir y poder soportar la fuerte competición que 

caracteriza la mayoría de esos hábitats. Las bacterias de la rizosfera 

pueden producir metabolitos secundarios novedosos con potencial uso 

como fármacos y antibióticos, los cuales pueden tener aplicación en 

medicina humana y veterinaria, agricultura o industria. En este contexto, 

las moléculas pigmentadas producidas por bacterias han sido objeto de 

considerables investigaciones (Margalith, 1992). 

 Numerosas investigaciones centradas en el estudio de pigmentos 

microbianos han ayudado a revelar como esas moléculas pueden proveer 

a ciertos microorganismos una ventaja para sobrevivir en su medio 

ambiente (Liu y Nizet, 2009). Entre estos pigmentos se encuentra la 

violaceína, un metabolito secundario con coloración azul-morada producido 

por bacterias, y que ha sido objeto de diferentes estudios debido a sus 

importantes aplicaciones biológicas, biotecnológicas e industriales. La 

violaceína se ha demostrado que es producida por varias bacterias gram-

negativas que habitan suelos y mares en medio ambientes tropicales, 

subtropicales y glaciares entre las que se incluyen Chromobacterium 

violaceum, la primera y más estudiada bacteria descrita como productora 

de violaceína (Dessaux et al., 2004; Durán y Menck, 2001; Ruhul-Momen y 

Hoshino, 2000), Collimonas sp. (Hakvåg et al., 2009), una nueva Duganella 
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sp. (Wang et al., 2009), Lodobacter fluviatile (Logan, 1989), 

Janthinobacterium lividum (Lu et al., 2009; Matz et al., 2004; Nakamura et 

al., 2002; Nakamura et al., 2003; Shivaji et al., 1991), Microbulbifer sp. 

(Matz et al., 2008), Pseudoalteromonas luteoviolacea, P. tunicata y P. 

ulvae (MacCarthy et al., 1985; Matz et al., 2004; 2008; Yang et al., 2007).  

        La violaceína tiene diversas actividades biológicas incluyendo 

actividad antibacteriana (Durán et al., 1983; Durán y Menck, 2001), anti-

viral, (Andrighetti-Fröhner et al., 2003; Balibar y Walsh, 2006), anti-

tripanocida (Durán et al., 1994; Riveros et al., 1988;), anti-protozoa (Matz et 

al., 2004), y anti-ulcerogénica (De Carvalho et al., 2006). Además, puede 

tener una prometedora aplicación clínica en el tratamiento del cáncer ya 

que es efectivo contra leucemia, cáncer pulmonar y linfoma celular (De 

Azevedo et al., 2000; Durán et al., 2007). Adicionalmente, la violaceína 

puede ser usada en terapias dermatológicas contra la radiación ultravioleta 

(Caldas et al., 1978; Dessaux et al., 2004), y como tinte biológico en la 

industria para la tinción de fibras naturales y sintéticas (Shirata et al., 

2000). 

        La rizosfera de árboles leñosos silvestres perennes, es un medio 

ambiente inexplorado que puede constituir una buena fuente de nuevas 

bacterias productoras de compuestos bioactivos. Entre los árboles 

silvestres y cultivados, el olivo es una de las especies de mayor longevidad 

y de mayor riqueza en biodiversidad genética. Por miles de años, el olivo 

cultivado ha sido culturalmente y económicamente el principal cultivo 

oleaginoso en la cuenca del Mediterráneo, donde se encuentran cerca de 

9.5 millones de ha de cultivo (Angiolillo et al., 1999; Bronzini et al., 2002; 

Issaoui et al., 2008; Sefc et al., 2000). El olivo contiene una alta fuente de 

variabilidad genética, y en la cuenca del Mediterráneo se puede encontrar 

principalmente en dos formas: olivo silvestre (Olea europaea L. subsp. 

europaea var. sylvestris) y olivo cultivado (Olea europaea L. subsp. 

europaea var. europaea) (Green, 2002). España es el mayor productor de 

aceite de oliva en el mundo, y Andalucía, la región en el extremo sur del 

país, es la principal área de cultivo del olivo (IOOC, 2009). La larga historia 
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del cultivo del olivo (más de 8.000 años) (Zohary y Spiegel-Roy, 1975) y la 

amplia hibridación entre árboles silvestres y cultivados hacen del occidente 

Mediterráneo, y fundamentalmente del sur de la Península Ibérica y el 

Magreb (Besnard et al., 2002) la región con mayor diversidad genética para 

este árbol (Lumaret et al., 2004; Lumaret y Ouazzani 2001). Actualmente, 

Andalucía es un punto de alta diversidad genética de olivo donde algunas 

poblaciones auténticas de olivo silvestre probablemente han sobrevivido in 

situ a través de las diversas glaciaciones en medio ambientes riparios 

restringidos (Terral et al., 2004). 

        En esta Tesis Doctoral nuestra hipótesis de trabajo fue que la 

longevidad y alta diversidad genética del olivo puede favorecer la selección 

de poblaciones microbianas específicas y bien adaptadas a la rizosfera de 

este cultivo que pueden constituir reservorios únicos de microorganismos 

con interés biotecnológico. Durante un estudio sobre olivo silvestre en 

Andalucía, sur de España, con el propósito de estudiar y aislar bacterias de 

la rizosfera de olivo silvestre y cultivado con potencial antagonista contra 

Verticillium dahliae, agente causal de la Verticiliosis del olivo, que es 

considerada la principal enfermedad fúngica de suelo de este cultivo en 

todo el mundo, se aislaron bacterias con una pigmentación morada 

característica (Fig. VI.1.A). El principal objetivo del presente estudio fue 

identificar y caracterizar mediante un análisis polifásico (Fig. VI.1), siete 

cepas de estas bacterias y determinar si el compuesto violaceína es el 

responsable de la coloración característica de sus colonias. De acuerdo a 

nuestra información hasta la fecha, este estudio representa la primera cita 

de bacterias con pigmentación morada productoras de violaceína 

asociadas a árboles leñosos y específicamente habitando la rizosfera de 

olivo silvestre y cultivado. 
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VI.3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

VI.3.1. Aislamiento, y condiciones de cultivo de las cepas con 

pigmentación morada 

 

Las raíces de olivo de 92 fincas comerciales localizadas en las 

principales áreas olivareras de las provincias de Córdoba, Jaén, Sevilla y 

Granada y de 11 zonas con olivos silvestres localizados en el área 

potencial donde se pueden localizar tanto acebuches verdaderos (i.e., 

formas silvestres en áreas naturales) como formas asilvestradas (i.e., 

derivados sexuales secundarios de clones cultivados o productos de 

hibridación entre árboles cultivados y acebuches cercanos) (Lumaret et al., 

2004), localizados en las provincias de Córdoba y Cádiz, fueron 

muestreados en Andalucía, sur de España en la primavera del 2009 (Tabla 

VI.1). La suspensiones bacterianas obtenidas de la rizosfera fueron 

diluidas en serie y sembradas en medio R2A (Biolofe, Milan, Italia) e 

incubadas a 28±1˚C por 72h en oscuridad. 

Después del periodo de incubación, se observó la aparición de 

colonias bacterianas con pigmentación morada en cerca del 10% de las 

muestras (Fig. VI.1.A) que fueron purificadas para su posterior 

caracterización fisiológica, bioquímica y molecular (Fig. VI.1.B y C). 
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Tabla VI.1. Localización, altitud y características climáticas de los sitios de origen de las cepas de  
Duganella spp.  

   Características climáticas 

Cepa Plantas olivo 

Localización Coordenadas Alta 

(m) 

Clasificación ºC mm 

LO-22 Silvestre, >200 años 8.0 Km SO 
Benalup-C. Viejas, Cádiz 
 

36°18'43.65"N 

5°54'1.14" O 

53 Mediterráneo 
Marítimo 
 

17-19 600-800 

LOBA-24 Silvestre, >200 años 7.4 Km SO 
Benalup-C. Viejas, Cádiz 
 

36º18’26.64” N 

5º52’56.01” O 

47 Mediterráneo 
Marítimo 
 

17-19 600-800 

Baetica-33 Silvestre, >200 años 1.5 km E 
Vejer, Cádiz 

36º14’32.64’' N 

5º57’1.63” O 

14 Mediterráneo 
Marítimo 
 

17-19 1200-

1600 

MICO-C 
MICO-M 

Cultivado  cv. Arbequina 5 
años edad 

6.03 Km S 
Villafranca, Córdoba 

37°54'27.53"N 
4°34'3.52"O 

160 Mediterráneo 
Subtropical 

15-17 400-600 

MICO-M2 Cultivado cv. Arbequina 4 
años edad 

3.05 Km SO, Córdoba 37°51'24.54"N 
4°48'5.32"O 

175 Mediterráneo 
Subtropical 
 

15-17 400-600 

CICYT-60 Cultivado  cv. Picual >100 
años edad 
 

3.2 Km SE 
Alcaudete, Jaén 

37°36'17.65"N 
4° 7'8.95"O 

530 Mediterráneo 
Subtropical 
 

15-17 400-600 

a Altitud por encima del nivel del mar (m). 
b Clasificación climática (J. Papadakis), temperatura media anual en ºC, y precipitación anual en mm fueron 
obtenidos de  SigMapa, Sistema de Información Geográfica del Ministerio Español del  “Medio Ambiente, y 
Medio Rural y Marino” (http://sig.mapa.es/geoportal/). 
 

 

VI.3.2. Caracterización fisiológica y bioquímica 

 

La prueba de oxidación-fermentación de la glucosa (O-F) y la 

habilidad de producir ácido a partir de carbohidratos y compuestos 

relacionados fue monitorizado por el método de Hugh y Leifson (1953). La 

actividad de catalasa y oxidasa fue determinada siguiendo los 

procedimientos descritos por Bergey (1994) (Fig. VI.1.F). La tinción de 

Gram fue realizada utilizando cultivos bacterianos puros de 48 h de edad. 

La actividad proteolítica fue evaluada utilizando el ensayo en placas con un 

medio semi-cuantitativo utilizando leche desnatada-agar (Chernin et al., 

1995), mientras que la actividad lipolítica fue evaluada utilizando el medio 

Tween 80-agar; ambas actividades se detectan por la presencia de halos 

claros y halos turbios respectivamente alrededor del crecimiento de las 

colonias bacterianas. La producción de sideróforos fue evaluada bajo 

condiciones de limitación de hierro utilizando el ensayo universal para la 
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producción de sideróforos (Schwyn y Neilands, 1987). Todas las pruebas 

fisiológicas y bioquímicas fueron realizadas a 28˚C en condiciones de 

oscuridad. 

        El crecimiento y la producción del pigmento morado de todas las 

cepas bacterianas fue evaluado en diferentes medios sólidos y líquidos a 

25±1˚C durante 48 h en oscuridad. Los medios evaluados fueron: R2A, 

triptona soja (TS) agar (TSA), 1/10 caldo triptona soja (TSB) suplementado 

con antibióticos (Landa et al., 2003, 2006), extracto de levadura malta agar 

(YMA), y agar nutritivo (NA). Todos los medios fueron adquiridos a ‘Difco 

Laboratories’ (Detroit, Michigan, EEUU). Adicionalmente, se evaluó el 

crecimiento y producción de violaceína de las siete cepas bacterianas en 

medio R2A a diferentes temperaturas incluyendo 4, 15, 25, 28, 30, 37 y 40 

±1ºC en condiciones de oscuridad (Fig. VI.1.E). 

        Para el ensayo de utilización de fuentes de carbono y enzimas se 

utilizó el sistema de microplacas Biolog GN2 (Biolog, Barcelona, España) y 

el sistema APIZYM (Biomerieux, Madrid, España) (Fig. VI.1.D) y 

suspensiones bacterianas acuosas en 0.85% NaCl. Para las placas 

APIZYM, los cultivos fueron incubados a 28±1ºC durante 24h. 

Posteriormente, las galerías fueron activadas agregando 30 µl de cada 

reactivo (ZYM A y ZYM B; BioMerieux), y tras un periodo de 5 min a 

temperatura ambiente se realizó una evaluación semi-cuantitativa de la 

actividad enzimática utilizando como referencia una tabla colorimétrica 

estándar, asignando un valor numérico de 0 a 5 (equivalente de 0 a 40 

nmol) (Sciancalepore et al., 1996),  dependiendo de la intensidad de color 

del sustrato cromogénico producido por la reacción de hidrólisis (Fig. 

VI.1.D).  

        Las placas Biolog fueron incubadas durante 5 días a 28±1˚C midiendo 

periódicamente la absorbancia a 585 nm utilizando un espectrofotómetro 

de fluorescencia Tecan Safire (Tecan España, Barcelona, España). El 

promedio del desarrollo de color de todos los pocillos (Average Well Colour 

Development) (AWCD) de cada placa fue calculado como la media de los 

valores de absorbancia para todas las respuestas de los pocillos por cada 
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tiempo de lectura. La cinética de AWCD fue usada para determinar la 

velocidad y el nivel asintótico de asimilación de los sustratos. Se realizó un 

análisis de ‘cluster’ o agregación en el que los dendrogramas fueron 

construidos utilizando la matriz de similaridad a partir de los datos de 

caracterización fenotípica utilizando el coeficiente de Dice (datos binarios) 

o el coeficiente de correlación de Pearson (datos cuantitativos). Se utilizó el 

análisis UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages) 

para el análisis de agregación con el paquete Bionumerics 6.1 (Applied 

Maths, Sint-Martens-Latem, Belgica). La significancia de los nodos fue 

evaluado por análisis ‘bootstrap’ o de soporte sobre 1,000 aleatorizaciones. 

 

 

VI.3.3. Caracterización molecular mediante análisis filogenético 

de los genes 16S ADNr, gyrB y vioA 

 

El ADN de las cepas bacterianas fue aislado utilizando el kit de 

extracción UltraCleanTM Microbial DNA kit (MoBio Laboratories, Inc., CA, 

EE.UU.) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Adicionalmente, se 

utilizó ADN de la cepa tipo de D. violaceinigra CCUG 50881T (= D. 

violaceinigra YIM 31327T) en los estudios moleculares. Las cepas fueron 

identificadas a nivel de género/especie mediante la secuenciación de la 

región 16S ADNr usando los iniciadores 8f y 1492r según Landa et al., 

(2003). El gen gyrB fue amplificado con los iniciadores Up-1G- y Up-2G- 

descritos por Mavrodi et al. (2010). Además, se utilizaron el par de 

iniciadores degenerados VPA3/VPA4 (Hakvåg et al., 2009) para amplificar 

un segmento ~1.kb del gen vioA que codifica la flavoenzima vioA. Este gen 

se seleccionó debido al mayor número de secuencias disponibles en la 

base de datos GenBank para este gen en comparación con otros genes 

existentes para la síntesis de violaceína en otros géneros de bacterias. Las 

secuencias amplificadas fueron purificadas utilizando el kit PureLink PCR 

(Invitrogen, Barcelona, España). La práctica totalidad de la longitud de los 

genes amplificados 16S ADNr (~1.5 kb), gyrB (~1.kb) y vioA (~1.kb) fue 
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directamente secuenciada usando los mismos iniciadores que se utilizaron 

para la amplificación en las instalaciones de STABVIDA (Caparica, 

Portugal). Todas las secuencias de los genes estudiados fueron analizadas 

mediante análisis BLAST, y los fragmentos amplificados más cercanos a la 

secuencias de las cepas fueron extraídas y alineadas utilizando el software 

Bionumerics 6.1 para su análisis filogenético. Los árboles filogenéticos 

fueron construidos utilizando análisis de ‘Neighbor-Joining (NJ)’ del vecino 

más próximo. La robustez de los grupos originados fue testada mediante 

análisis ‘bootstrap’ (1,000 repeticiones). Las secuencias obtenidas en este 

estudio fueron depositadas en el GenBank. 
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Figura VI.1.  Procedimiento de aislamiento y pruebas de caracterización fisiológica de los aislados de 
Duganella spp. de olivo silvestre y cultivado, demostración de la producción de violaceína y análisis 
de su actividad antimicrobiana. 
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VI.3.4. Detección, producción y extracción de violaceína 

 

La evaluación in vitro para la producción de violaceína fue realizada 

utilizando las condiciones y medio de cultivo óptimas descritas con 

anterioridad para una Duganella sp. (Wang et al., 2009) (pH 6,7, nitrato de 

potasio 1,18 g/L, sulfato de amonio ferroso 0,08 g/L, fosfato dipotásico 0,25 

g/L, sulfato de magnesio 0,75 g/L, extracto de carne 1,53 g/L, L-triptofano 

0,74 g/L, almidón soluble 13 g/L, 25 ml del medio en matraces de 250 mL) 

con un tamaño de inoculo inicial del 10% (v/v) o 20% (v/v) de un cultivo 

bacteriano en el mismo medio en una fase de crecimiento estacionario. Los 

cultivos fueron incubados en un agitador rotatorio a 60 rpm y 25±1˚C 

durante 5h (cuando los cultivos alcanzaron la fase estacionaria). La 

violaceína cruda fue extraída de las células utilizando el método de 

extracción de etanol de acuerdo a Wang et al. (2009) (Fig. VI.1.G).  

La producción de violaceína cruda fue medida basada en la 

absorbancia de la solución de etanol a 585 nm utilizando un 

espectrofotómetro ultravioleta-visible (Metertek SP-850; Metertech Inc., 

Taipei, Taiwan) (Mendes et al., 2001; Yang et al., 2007). Además, la 

violaceína cruda obtenida por el proceso de extracción anteriormente 

descrito fue separada y purificada mediante cromatografía líquida de alta 

resolución, en un sistema HPLC Agilent 1200 equipado con un detector de 

diodos (DAD) (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) con una 

columna de octadecilsilano (ODS) (Tracer Excel 120 ODS-B, 5 mm, 250 x 

46 mm), para medir la composición y compararlo con la violaceína 

comercial obtenida de J. lividum (Sigma-Aldrich, Madrid, España) y con 

datos previamente publicados (Jiang et al., 2010; Retori y Durán, 1998; 

Sánchez et al., 2006; Wang et al., 2009). La longitud de onda de medida 

fue de 570 nm y la fase móvil consistió en metanol 70% a un porcentaje de 

flujo de 1 mL/min a una temperatura de 30˚C (Jiang et al., 2010).  

Las diferencias en la producción de violaceína cruda fueron 

analizadas por análisis de varianza estándar y la comparación de medias 

entre tratamientos mediante el contraste protegido de Fisher de las 
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Mínimas Diferencias Significativas (P = 0,05) utilizando el programa 

STATISTIX 9.0 (Analytical Software, St. Paul, MN, EE.UU.).  

 

 

VI.3.5 Actividad antibacteriana y antifúngica in vitro 

 

La actividad antibacteriana y antifúngica de las cepas se determinó 

mediante ensayos en cultivo-duales in vitro utilizando el medio Waksman 

agar (Berg et al., 2002) frente cinco cepas de bacterias fitopatógenas 

(Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis, Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas savastanoi pv. 

savastanoi, y Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), una cepa de Bacillus 

subtilis aislada de la rizosfera de olivo, y cinco hongos fitopatógenos del 

suelo (Fusarium oxysporum f.sp. ciceris, Sclerotium rolfsii, Phytophthora 

megasperma, P. inundata y V. dahliae; los últimos tres hongos son 

patógenos de olivo y han sido aislados de las raíces de esta planta) (Fig. 

VI.1.H). Las suspensiones bacterianas y de conidias (solamente para F. 

oxysporum f.sp. ciceris y V. dahliae) se ajustaron hasta alcanzar una 

concentración aproximada de 1x108 y 5x106 unidades formadoras de 

colonias (ufc) respectivamente, y fueron utilizadas para inocular 

completamente la superficie del medio Waksman agar contenido en placas 

petri de 9 cm de diámetro. Asimismo, para todos los hongos evaluados se 

obtuvieron discos de 0.5-cm de medio de cultivo con micelio fúngico 

tomando una porción de los márgenes de una colonia con crecimiento 

micelial activo que se colocaron en el centro de las placas con el medio 

Waksman agar. Se inocularon discos de papel filtro con 30 µl de cada cepa 

bacteriana creciendo en el medio de cultivo óptimo para la producción de 

violaceína (Wang et al., 2009) y fueron colocadas sobre las placas a 1 cm 

de distancia del borde de la placa. Por otra parte, los filtrados de violaceína 

cruda (10 µl) provenientes de las seis cepas bacterianas seleccionadas y 

una solución de violaceína comercial (50 µM) en etanol fueron inoculados 

sobre el medio Waksman agar que previamente se habían inoculado con 
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las bacterias y los hongos de la misma forma anteriormente descrita. Como 

control se utilizó etanol (Fig. VI.1.I). Se realizaron tres repeticiones por 

cepa bacteriana. Las placas fueron incubadas a 25˚C y se realizó una 

evaluación cualitativa de la inhibición basada en la presencia/ausencia de 

halos de inhibición alrededor del punto de inoculación. 

 

 

VI.4. RESULTADOS 

 

VI.4.1 Aislamiento de las cepas con pigmentación morada 

 

Bacterias con pigmentación morada (Fig. VI.1.A) fueron identificadas 

en 27,3% de las muestras de las raíces tomadas de olivos silvestres en la 

provincia de Cádiz, y únicamente en 4,4% de las muestras de raíces de 92 

fincas comerciales de olivo muestreados en toda Andalucía. Es de 

destacar que a pesar de que ocho cultivares diferentes fueron muestreados 

en las fincas comerciales, las bacterias con pigmentación morada fueron 

aisladas únicamente de los cvs. Arbequina y Picual (Tabla VI.1). 

 Siete cepas de las bacterias pigmentadas que hipotéticamente 

podrían ser productoras de violaceína fueron seleccionadas para estudios 

posteriores (Tabla VI.1).  De éstas, tres cepas (Baetica-33, LO22 y LOBA-

24) provinieron de la rizosfera de acebuches centenarios (edad mayor de 

200 años basados en el diámetro del tronco; Michelakis, 2002) localizados 

en diferentes áreas geográficas; dos cepas (MICO-C, MICO-M) provinieron 

de la misma finca comercial a partir de la rizosfera de olivos del cv. 

Arbequina con una edad de 5 años inoculados (MICO-M) o no (MICO-C) 

con un producto comercial a base de micorrizas (Mycosim-TRI-TON, 

MYCOSIM International AG, Basel Suiza) durante su fase de producción 

en vivero; la cepa MICO-M2 provino de un campo comercial diferente a 

partir de la rizosfera de olivos del cv. Arbequina de 4 años de edad 

inoculados con el mismo inóculo micorrízico; y la cepa CICYT-60 provino 

de una finca comercial con olivos centenarios del cv. Picual (>100 años de 

edad).  
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       VI.4.2. Caracterización molecular mediante análisis filogenético 

de los genes 16S ADNr y gyrB 

 

El análisis de la práctica totalidad de la longitud de las secuencias 

del 16S ADNr de todas las cepas mostraron que éstas están 

estrechamente relacionadas entre ellas (>99.3% similaridad de las 

secuencias), y pudieron ser asignadas a la clase β-Proteobacteria, orden 

‘Burkholderiales,’  familia ‘Oxalobacteraceae’, con el género más cercano 

Duganella. Basado en la homología de los genes 16S ADNr de las 

bacterias se construyó el árbol filogenético mediante análisis de Neighbor 

Joining (NJ) conteniendo la secuencia del gen 16S de las siete cepas 

bacterianas obtenidas de olivo, las cepas de referencia de Duganella spp. y 

Janthinobacterium lividum y varias secuencias relacionadas de organismos 

no cultivables contenidas en clones procedentes de la base de datos del 

GenBank (Fig. VI.2).  El análisis filogenético del gen 16S ADNr indicó que 

las siete cepas con pigmentación morada fueron identificadas como 

Duganella spp. Hasta donde sabemos, esta es la primera cita de Duganella 

spp. en la rizosfera de plantas leñosas y como habitante específico de la 

rizosfera de olivos silvestres y cultivados. Todas la secuencias 16S ADNr 

de Duganella spp. de olivos silvestres y cultivados mostraron una 

homología más baja (95,5-96,0%) con respecto a la de la especie tipo de 

Duganella (D. zoogleoides) y del aislado de Duganella sp. B2, la primera 

Duganella sp. productora de violaceína citada hasta el momento (Wang et 

al., 2009). Es de destacar que a pesar de que la cepa B2 ha sido citada 

como una Duganella sp.  (Jiang et al., 2010; Wang et al., 2009), en nuestro 

estudio, los análisis filogenéticos mostraron que está más estrechamente 

relacionada a J. lividum debido a que su secuencia 16S ADNr se agrupó 

con Duganella sp. tsz33 (una cepa aislada de un Glaciar en China) y como 

un grupo hermano de todas las secuencias de J. lividum del GenBank 

(58% de soporte) (Fig. VI.2).   
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Figura VI.2. Relación filogenética (Neighbor-Joining) de las secuencias 16S ADNr de las cepas de 
Duganella spp. de olivo silvestre y cultivado con otras bacterias productoras de violaceína. Las 
secuencias de ADN más cercanas del gen 16S ADNr en el GenBank fueron utilizadas para 
comparación. Las cepas en negrita han sido caracterizadas en este estudio, son cepas tipo o referidas 
específicamente en el texto del manuscrito. La secuencia AJ496445 de Collimonas fungivorans 
CTE227 fue usada como grupo externo. Los números son números de acceso en la base de datos del 
GenBank. Solo se indican los valores ‘Bootstrap’ mayores de 50% en los nodos de los agrupamientos 
principales. 
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Por el contrario, la secuencia de los genes 16S ADNr de las cepas 

de olivo silvestre y cultivado mostraron una homología del 98,6-99,3% con 

la cepa tipo de D. violaceinigra YIM 31327 y se agruparon con otras cepas 

y secuencias de organismos no cultivados en un cluster hermano diferente 

al de la especie tipo (58% de soporte). A pesar de que las siete cepas de 

olivo mostraron alta homología en la secuencia 16S ADNr (99,4-100%), 

tres subgrupos pudieron ser diferenciados entre ellos de acuerdo a su 

huésped de origen (olivo silvestre versus olivo cultivado); con la cepa 

CICYT-60 mostrando una posición intermedia. 

 El análisis filogenético del gen gyrB usando un set de datos menor 

mostró resultados similares a los obtenidos con el gen 16S ADNr, con la 

cepa Duganella sp. B2 siendo genéticamente diferente de la cepa tipo de 

D. violaceinigra YIM 31327 y de las cepas de olivo (99% de soporte), las 

cuales se agruparon nuevamente de acuerdo a su origen (Fig. VI.3A). Así, 

las tres cepas de olivo silvestre se agruparon como un grupo basal de la 

cepa tipo D. violaceinigra YIM 31327 (54% de soporte; 93,9-94,8% de 

similaridad) y todas estas cepas formaron un grupo hermano de las cuatro 

provenientes de olivo cultivado (100% de soporte) (Fig. VI.2A).  

 

 

VI.4.3. Caracterización fisiológica y bioquímica, y condiciones 

de cultivo óptimas  

 

Todas las cepas bacterianas crecieron mejor y produjeron pigmento 

morado a 25ºC  en comparación con las temperaturas de 15, 20, 28, 30, y 

34ºC (Fig. VI.1.E); sin embargo, ninguna de las cepas creció a 40ºC 

después de cinco días de incubación en medio R2A. Las cepas MICO-M, 

MICO-M2, y CICYT-60 fueron capaces de crecer a 4 y 37ºC, pero no fue 

evidente la producción del pigmento morado (Tabla VI.S1 suplementaria).  
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Figura VI.3. Relación filogenética (Neighbor-Joining) de las secuencias de los genes gyrB (A) y vioA 
(B) de las cepas de Duganella spp. de olivo silvestre y cultivado con otras bacterias productoras de 
violaceína. Las secuencias de ADN de ambos genes disponibles en el GenBank fueron usadas para 
comparación. Las secuencias del gen gyrB de Pseudoalteromonas luteoviolacea (A) y vioA de 
Collimonas sp. (B) fueron usadas como grupo externo. Solo se indican los valores ‘Bootstrap’ 
mayores de 50% en los nodos de los agrupamientos principales. 
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 Cuando se evaluaron diferentes medios de cultivo a una 

temperatura de incubación de 25ºC, el mejor crecimiento ocurrió en el 

medio R2A donde todas las cepas mostraron una fuerte producción del 

pigmento morado después de 48h de incubación, seguido por los medios 

TSA y 1/3x KMB con y sin antibióticos (Tabla VI.2). Sin embargo, lo 

opuesto ocurrió en el medio YMA y NA donde se observó un pobre 

crecimiento y muy escasa producción del pigmento morado bajo las 

mismas condiciones de incubación (Tabla VI.2). Adicionalmente, todas 

nuestras cepas fueron capaces de crecer en medio líquido 1/3x KMB+++ 

suplementado con los antibióticos ampicilina, cloranfenicol y cicloheximida 

y en 1/10x TSB+ suplementado con cicloheximida. Además se observó que 

el cultivo continuado de las cepas, principalmente  en medio TSA y 1/3x 

KMB, ocasiona en ellas que el pigmento morado no se produzca en forma 

consistente. La cepa MICO-C mostró un crecimiento y producción del 

pigmento morado inestable después del crecimiento continuado en todos 

los medios y fue descartada para los estudios sucesivos. 

 Las cepas de olivo silvestre y cultivado fueron gram-negativas, no 

fermentativas (catabolizaron la glucosa en forma oxidativa en la prueba O-

F; Fig. VI.1.F), catalasa +, oxidasa +, y la mayoría de ellos mostraron 

actividad proteolítica y lipolítica. Además, todas las cepas mostraron una 

débil producción de sideróforos (Tabla VI.2). La mayoría de las cepas 

produjeron ácido a partir de galactosa, pero en general, no lo hicieron 

cuando se utilizaron otras fuentes de carbono (Tabla VI.2). Nuestras cepas 

difirieron en muchas características con respecto a la especie tipo de 

Duganella (D. zoogleoides) (Hiraishi et al., 1997) y en algunas 

características de D. violaceinigra (Li et al., 2004) (Tabla VI.2) 

principalmente en la producción de ácido a partir de glucosa en forma 

oxidativa y en la actividad oxidasa. También todas las cepas difirieron de 

D. violaceinigra en al menos dos de las cinco actividades enzimáticas 

determinadas por el sistema API comparadas con las citadas en Li et al. 

(2004) (Fig. VI.1.D).  
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Figura VI.4. Análisis de Cluster combinando los datos fisiológicos de la Tabla VI.2, resultados APIZYM 
y Biolog GN2 de Duganella spp. de olivos silvestres y cultivados. El algoritmo UPGMA fue aplicado al 
consenso de la  matriz de similaridad generada para cada experimento de forma independiente usando 
el coeficiente Dice (binario) o el coeficiente de correlación de Pearson (datos APIZYM y Biolog). 
Valores en los nodos indica el soporte de ‘bootstrap’. 
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Basados en el análisis cluster de características fenotípicas (Tabla VI.2)  

en las pruebas de APIZYM y Biolog GN2, las siete cepas pudieron ser 

claramente diferenciadas y fueron consistentemente agrupadas en dos o 

tres clusters principales ya sea cuando los datos de cada una de ellas 

fueron procesadas independientemente (Fig. VI.S1 suplementaria) o 

cuando los datos de los tres experimentos fueron combinados (Fig. VI.4). 

En general, hubo una tendencia de las cepas de olivo silvestre a agruparse 

juntas (alto soporte de 64-100%) con algunas excepciones. La cepa 

CICYT-60 proveniente de olivo cultivado mostró una posición intermedia 

siendo en algunos casos más cercana a las cepas de olivo silvestre, 

mientras en otras a las de olivo cultivado dependiendo del set de datos 

analizados (Fig. VI.4; Fig. VI.S1 suplementaria).   

 

 

VI.4.4. Detección, producción y extracción de violaceína y 

análisis filogenético de vioA 

 

Todas las cepas de olivo y la cepa D. violaceinigra CCUG 50881T (= 

cepa tipo YIM 31327T) poseen el gen vioA para la producción de violaceína 

(determinada por la amplificación de un fragmento de ~1.0 kb utilizando el 

par de iniciadores VPA3/VPA4, datos no mostrados). Hasta donde 

sabemos, esta es la primera demostración que D. violaceinigra posee 

genes para la producción de violaceína. También todas las cepas de olivo 

produjeron violaceína, evidenciada por la determinación cuantitativa 

mediante espectrofotometría y cromatografía líquida (LC) (Figs. VI.1.G y 

VI.5A,B). Cuando los extractos crudos de violaceína fueron examinados 

por HPLC, la fracción recolectada consistió en un pico principal  (6,5 min) 

para todas las cepas bacterianas (datos no mostrados). El espectro visible 

de UV de los extractos de violaceína cruda fue similar a la observada para 

la violaceína comercial obtenida de J. lividum (Sigma, Madrid, España) 

(Fig. VI.5B) y para la citada para otras bacterias productoras de violaceína 

incluyendo Duganella sp. B2, y C. violaceum (Jiang et al., 2010; Retori y 
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Durán, 1998; Sánchez et al., 2006; Wang et al., 2009) con una fuerte 

absorción en la región visible debido a la resonancia de la violaceína 

(Riveros et al., 1988) (Fig. VI.5B).  

 

 
Figura VI.5. A. Producción de violaceina por Duganella spp. creciendo en el medio descrito por Wang 
et al., 2009 usando 10% o 20% v/v de inicio del cultivo. Barras con diferente letra en mismo color y 
forma o con un asterisco (*) indicaron diferencias significativas (P≤0.05) entre cepas o entre cultivos 
iniciales, respectivamente, de acuerdo al contraste protegido de Fisher de las mínimas diferencias 
significativas. Los resultados son valores de medias ± desviación estándar de tres repeticiones. B, 
Espectro visible-UV de la violaceína comercial y extracto crudo en etanol de cultivos de Duganella 
spp. de olivo silvestre (Baetica.33) y cultivado (CICY-60 y MICO-M2). Para evitar repetición, 
únicamente tres espectros UV-vis de HPLC de cepas seleccionadas son mostrados. 
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Además de lo anterior, la adición de ácido sulfúrico al 10% a los 

extractos de violaceína cruda en etanol, cambió el color violeta a verde, y 

cuando se agregó NaOH, cambió a un color café rojizo, tal como fue 

descrito para la solución de violaceína en etanol de J. lividum (Shivaji et al., 

1991). 

Las cepas bacterianas difirieron significativamente (P<0,0001) en su 

habilidad para producir violaceína cuando ésta fue determinada para un 

número similar de células/ml (OD600 1.280 ± 0,1879) en la fase 

estacionaria de crecimiento después de 48h de incubación a 25ºC (Fig. 

VI.5A). Las cepas Baetica-33, CICYT-60, y LO-22 produjeron 

significativamente cantidades más altas (P<0,0001) de violaceína cuando 

el cultivo fue iniciado con 10% (v/v) que con 20% (v/v) de un cultivo 

bacteriano en la fase estacionaria (Fig. VI.5A). Cuando el cultivo bacteriano 

se inició con 10% (v/v) para algunas cepas (Baetica-33, LO-22), la 

producción de violaceína fue evidente sin embargo no abundante (OD585 = 

0,230-0,405; equivalente a 4,10-7,22 mg/L). En contraste, cuando el cultivo 

se inició con 20% (v/v), la cepa CICYT 60 produjo cantidades 

significativamente (P < 0.0001) más altas de violaceína cruda (OD585 = 

1,585; equivalente a 20,30 mg/L) en comparación con las otras seis cepas. 

 El análisis filogenético del gen parcial vioA agrupó a Duganella sp. 

B2 como un grupo basal de las secuencias restantes de Duganella spp. 

(soporte de 62%) mostrando una similaridad más alta en la secuencia del 

gen vioA con todas las secuencias de J. lividum (80,4-81,2%) que con 

todas las Duganella spp. incluyendo las cepas de olivo y la cepa tipo de D. 

violaceinigra (77,3-77,9%).  D. violaceinigra fue un grupo basal de todas las 

cepas de Duganella spp. de olivo y de una muestra de suelo de Ithaca, 

Nueva York, EE.UU. (89% soporte; 89,8-90,8% similaridad) (Brady et al., 

2001) (Fig. VI.3B). Dentro de este cluster, las siete Duganella spp. se 

agruparon de acuerdo a su huésped de origen, olivo silvestre (LOBA-24, 

LO-22, Baetica-33) o cultivado (CICYT-60, MICO-C, MICO-M, MICO-M2) 

con homología en las secuencias en un rango de 91,6 a 91,8% entre 

ambos grupos. Las secuencias de vioA de las cepas de olivos cultivados 
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estuvieron mas cercanas (91,67-92,0%) a la de la muestra de suelo de 

Ithaca (Fig. VI.53B).     

 

 

VI.4.5. Actividad antibacteriana y antifúngica in vitro 

 

Las cepas productoras de pigmento morado de olivo mostraron muy 

baja o ninguna actividad de inhibición in vitro contra las cuatro bacterias 

gram-negativas y cinco hongos evaluados (Fig. VI.1.H). Por el contrario, las 

cepas bacterianas y los filtrados de la violaceína cruda mostraron de 

moderada (2 mm inhibición del halo de crecimiento) a fuerte inhibición (1 

cm diámetro de halo en el punto de inoculación) respectivamente, contra la 

bacteria gram-positiva (B. subtilis) evaluada en nuestro estudio (Fig. VI.1.I). 

Es de destacar que únicamente los filtrados crudos de la violaceína de las 

cepas LOBA-24, LO-22, Baetica-33 y CICYT-60 inhibieron el crecimiento 

de C. michiganensis subsp. michiganensis. Los halos de inhibición de los 

filtrados de violaceína cruda fueron similares para todas las cepas 

bacterianas y equivalentes a la observada cuando se utilizó la violaceína 

comercial (50 µM).  

 

 

VI.5. DISCUSIÓN 

 

Debido a la fuerte competición entre los microorganismos del suelo, 

la rizosfera es considerada un reservorio potencial y una fuente de nuevas 

especies microbianas o cepas de diverso interés biotecnológico. (Ryan et 

al., 2009; Li et al., 2004; Weisskopf et al., 2008). Por lo tanto, las bacterias 

de la rizosfera pueden ser una fuente de metabolitos secundarios 

novedosos tales como nuevas moléculas con potencial uso como fármacos 

y antibióticos los cuales pueden tener aplicación en medicina humana y 

veterinaria, agricultura o industria. La rizosfera de árboles leñosos 

silvestres y cultivados, como el olivo, una de las especies de más larga 
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longevidad y riqueza en biodiversidad genética, es un medio ambiente 

inexplorado que puede constituir una buena fuente de tales compuestos. 

Los pigmentos microbianos, como la violaceína, pueden proporcionar una 

ventaja para la supervivencia de ciertos microorganismos en su medio 

ambiente natural (Liu y Nizet, 2009) y se ha comprobado que éstos pueden 

ser una buena fuente de importantes compuestos biotecnológicos. 

 En nuestro estudio, aislamos siete cepas bacterianas con 

pigmentación morada de la rizosfera de olivo silvestre y cultivado que 

fueron caracterizadas fisiológica, bioquímica y genéticamente como nuevas 

Duganella spp. productoras de violaceína. Estas cepas pudieron ser 

diferenciadas en base a los análisis fenotípicos y genéticos en dos grupos 

de acuerdo al huésped de origen (olivo silvestre versus olivo cultivado). 

Varios estudios previos han obtenido evidencia experimental acerca de la 

influencia selectiva de genotipos específicos, cultivares e incluso ecotipos 

de la planta huésped sobre la estructura de las comunidades bacterianas 

contenidas en la rizosfera (Bergsma-Vlami et al., 2005; Landa et al., 2006). 

En el sur de España, un estudio reciente (Belaj et al., 2010) reveló que los 

olivos silvestres representan un cluster genético diferenciado constituyendo 

un pool genético independiente de los cultivares de olivo locales y de los 

olivos silvestres presentes en otras diferentes e importantes áreas 

olivareras de España. Lo anterior, puede explicar que las cepas de 

Duganella spp. aisladas en este estudio se agruparan independientemente 

de acuerdo al origen de su huésped (olivo silvestre versus olivo cultivado). 

 Muchas de las bacterias productoras de violaceína, incluyendo 

muchas Duganella spp., han sido descritas como bacterias psicrotolerantes 

o psicrófilas debido a que han sido aisladas de medio ambientes acuáticos 

fríos, incluyendo mares, lagos, sedimentos de lagos, glaciares, nieve y de 

suelos de la tundra alpina ártica (Jiang et al., 2010; Lu et al., 2009; 

Männistö y Häggblom, 2006; Matz et al., 2008). Sin embargo, las siete 

cepas bacterianas de este estudio han sido aisladas de climas 

Mediterráneo marítimo y Mediterráneo subtropical con una temperatura 

media mucho más alta que las anteriormente citadas (Tabla VI.1). 
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Recientemente, Hervàs et al. (2009) demostraron la inmigración de 

bacterias, incluyendo Duganella spp., transportadas por aire desde África 

que pudieron alcanzar los lagos de las altas montañas de Europa. Sin 

embargo, el análisis NJ incluyendo esas secuencias parciales de 16S 

indicaron que éstas forman un linaje diferente de las Duganella spp. de 

olivo (Fig. VI.3). Finalmente, hasta donde sabemos, solo hay una cita de 

Duganella sp. asociada a plantas, y habitando específicamente la raíz de 

arroz (Sun et al., 2008). 

 Nuestras cepas difieren en muchas características fisiológicas y en 

la secuencia de los genes 16S ADNr y gyrB con respecto a la especie tipo 

de Duganella (D. zoogleoides) (Hiraishi et al., 1997), así como con el 

aislado de Duganella sp. B2, una bacteria psicrófila aislada de un glaciar 

en Tianshan, China, que ha sido recientemente descrita como una nueva 

bacteria productora de violaceína (Jiang et al., 2010; Lu et al., 2009). La 

secuencia 16S ADNr de Duganella spp. de olivo silvestre y cultivado 

mostraron una homología más alta con la de la cepa tipo de D. 

violaceinigra YIM 31327 descrita por Li et al. (2004), pero difirió claramente 

en la secuencia del gen gyrB, y en algunas características fisiológicas 

(Tabla VI.2), principalmente en la producción de ácido a partir de la glucosa 

en forma oxidativa, actividad oxidasa, así como en al menos entre 2 a 5 

actividades enzimáticas determinadas por el sistema API en comparación 

con los datos citados por Li et al. (2004). Es de destacar que nuestras 

cepas mostraron alta homología (99,6-99,7%) con la secuencia EF584756 

de la 16S ADNr de una  de nueva especie propuesta de Duganella  (D. 

nigrescens sp. nov.; Cui, Chen, Li y Xu, datos no publicados) aislada en 

China; sin embargo, no hay más información disponible al respecto. Por 

otra parte, los análisis filogenéticos de las secuencias vioA confirmaron los 

resultados previos y revelaron que nuestras cepas de Duganella spp. son 

claramente diferentes de la cepa Duganella sp. B2 y de la cepa tipo D. 

violaceinigra YIM 31327.  

 Basados en nuestros resultados de las pruebas fisiológicas y 

bioquímicas y en los análisis filogenéticos de los genes 16S ADNr, gyrB y 
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vioA, se han identificado dos grupos genéticos diferentes de Duganella 

spp. que pueden ser asociados con su huésped de origen (olivo silvestre 

versus olivo cultivado) que podrían ser potencialmente consideradas como 

nuevas especies de Duganella spp. no descritas con anterioridad 

habitando la rizosfera de árboles de olivo. Por ello, proponemos el uso de 

Duganella oleae sp. nov (Etimología: El nombre es derivado del nombre del 

género de su planta huésped) para las cepas CICYT-60, MICO-C, MICO-M 

y MICO-M2 aisladas de olivo cultivado; y el nombre Duganella baetica sp. 

nov. (Etimología: El epíteto refiere a la provincia Romana Baetica que 

incluye la mayor parte del sur de España) para las cepas Baetica-33, LO-

22 y LOBA-24, aisladas de olivo silvestre. Además, basados en los análisis 

filogenéticos de los genes 16S ADNr, gyrB y vioA, consideramos que la 

posición taxonómica de la cepa B2, la primera Duganella sp. productora de 

violaceína citada hasta la fecha, debería ser reconsiderada. 

 Todas nuestras cepas crecieron y produjeron el pigmento morado 

mejor a 25ºC en el medio R2A pero no en NA. La producción normal del 

pigmento para C. violaceum ocurre a 15, 20 y 25ºC (Innis y Mayfield, 

1979). Por el contrario, la cepa Duganella sp. B2, la nueva bacteria 

productora de violaceína (Jiang et al., 2010; Lu et al., 2009), mostró buen 

crecimiento y producción del pigmento morado en medio NA. También 

observamos una producción inestable del pigmento morado en medio de 

cultivo con temperaturas de incubación subóptimas, especialmente para 

algunas de las cepas. Esta producción inestable del pigmento morado ha 

sido observada en otras cepas productoras de violaceína incluyendo la 

cepa de Duganella sp. B2 (Wang et al., 2009) y J. lividum (Gillis y De Ley, 

2006). La estabilidad en la producción del pigmento es un importante 

parámetro que debería ser tomado en consideración en la producción de la 

violaceína a escala industrial. 

 Investigaciones previas han demostrado que la producción de 

violaceína para las bacterias productoras de violaceína incluyendo C. 

violaceum, Duganella sp., J. lividum y P. luteoviolacea es afectada por 

diversos factores de crecimiento y condiciones de cultivo tales como la 
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temperatura, agitación, volumen de cultivo, componentes del medio y pH 

(Inniss y Mayfield, 1979; Lu et al., 2009; Pantanella et al., 2007; Stephens, 

2004; Wang et al., 2009; Yang et al., 2007). Sin embargo, además de 

factores físicos y nutricionales, en la mayoría de los casos la producción de 

la violaceína depende de las características genéticas de cada cepa en 

particular (Mendes et al., 2001). Los niveles de producción de violaceína en 

las cepas de Duganella aisladas de olivo parece ser una característica 

individual de las cepas ya que no hubo diferencias significativas de 

acuerdo a su huésped de origen (i.e., olivos silvestres versus olivos 

cultivados). El hecho que obtuviéramos altos niveles de producción de 

violaceína de forma natural para la mayoría de las cepas de Duganella spp. 

sin intentar ninguna optimización del proceso, las hace atractivas para 

futuras investigaciones y aplicaciones biotecnológicas debido a que los 

bajos rendimientos de violaceína se consideran una de las principales 

limitaciones de las cepas silvestres para su producción y explotación 

comercial (Jiang et al., 2010; Wang et al., 2009). Es de destacar que todas 

las cepas aisladas de olivo tuvieron niveles de producción natural de 

violaceína mas altos (de x1,2 hasta x65 veces) que los niveles citados 

previamente para otras bacterias productoras de violaceína cuando éstas 

crecieron en condiciones óptimas tales como la cepa de la Amazonia C. 

violaceum (0,43 g/L) (Mendes et al., 2001), J. lividum (3,50 g/L) (Lu et al., 

2009), y la primera Duganella sp. B2 productora de violaceína 

recientemente citada (1,62 g/L) (Jiang et al., 2010; Wang et al., 2009). Así, 

la cepa CICYT-60 de Duganella sp. produjo casi 18 veces más que 

Duganella sp. B2, que alcanzó su máxima producción de violaceína (1.62 

g/L) en el mismo medio óptimo usado en este estudio y que contenía 

almidón soluble como única fuente de carbono (Wang et al., 2009).

 Una de las múltiples propiedades biológicas de la violaceína es su 

actividad antimicrobiana. En trabajo previos, el pigmento violeta producido 

por C. violaceum y J. lividum mostraron actividad antimicrobiana contra 

bacterias gram-positivas, pero no contra bacterias gram-negativas y 

levaduras (Durán et al., 1983; Durán y Menck, 2001; Nakamura et al., 
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2002). En nuestro trabajo, hemos evaluado la actividad antimicrobiana de 

las bacterias y del extracto crudo de violaceína contra bacterias 

fitopatógenas gram-negativas y gram-positivas. Encontramos efecto 

antimicrobiano contra las dos bacterias gram-positivas evaluadas, la 

fitopatógena C. michiganensis subsp. michiganensis y una cepa de B. 

subtilis antagonista contra V. dahliae aislada de la rizosfera de olivo.  Estos 

resultados indican que al parecer la violaceína actúa sobre sitios 

específicos de la pared celular de las bacterias gram-positivas. Barreto et 

al. (2008) demostraron que tanto las células como el sobrenadante de dos 

cepas brasileñas de C. violaceum mostraron actividad antifúngica contra 

diversos hongos incluyendo una especie de Fusarium sp.; sin embargo, en 

su estudio no fueron concluyentes acerca del principal mecanismo envuelto 

en la actividad antifúngica. En nuestros resultados, el pigmento morado 

producido por los aislados de Duganella spp. no inhibieron el crecimiento 

de ningún hongo fitopatógeno del suelo seleccionado. Es de destacar que 

en un trabajo reciente llevado a cabo por Becker et al. (2009) se demostró 

que en la naturaleza la salamandra ‘red-backed’ (Plethodon cinereus), 

mantiene en su cuerpo la actividad antifúngica de J. lividum produciendo 

violaceína, previniendo la enfermedad y muerte de la población debido a la 

chytridiomicosis, una enfermedad causada por Batrachochytrium 

dendrobatidis. Esto sugiere que existe un mutualismo entre bacterias 

productoras de violaceína y P. cinereus. Por otra parte, diferentes aislados 

bacterianos quitinolíticos identificados como Collimonas spp. que fueron 

capaces de crecer a expensas de hifas intactas, vivas de varios hongos del 

suelo han sido aislados de dunas con suelos ligeramente ácidos en los 

países bajos (de Boer et al., 2004). Este género bacteriano ha sido 

recientemente citado como un nuevo productor de violaceína (Hakvåg et 

al., 2009). Hemos observado que dos de las cepas de Duganella sp. 

(MICO-M y MICO-M2) fueron aisladas de olivos cultivados que habían sido 

previamente micorrizados en el vivero de olivo antes del trasplante (B.B. 

Landa, M. Montes-Borrego y S. Aranda, resultados no publicados). En 

condiciones naturales, los hongos micorrízicos están rodeados e 
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interactuando con comunidades bacterianas complejas y específicas, las 

cuales pueden modular la simbiosis micorrízica. Dentro de estas 

comunidades bacterianas, es conocido el caso de las “mycorrhiza-helper 

bacteria”  las cuales ayudan a la formación de micorrizas y también 

interactúan positivamente en el funcionamiento de la simbiosis. El árbol del 

olivo es una planta especialmente micotrófica, como ha sido demostrado 

para plantaciones establecidas de olivo que mostraron estructuras de 

hongos micorrízicos arbusculares (HMA) de forma consistente en su 

sistema radical (Calvente et al., 2004). Es importante destacar que todos 

los olivos silvestres y cultivados muestreados en este estudio tienen HMA 

en su sistema radical (B.B. Landa, M. Montes-Borrego y S. Aranda, 

resultados no publicados); sin embargo, aún es necesario determinar si 

existe una interacción entre HMA y Duganella spp. 

 Las especies de Duganella de olivo mostraron bajo o nulo 

antagonismo contra la mayoría las bacterias y hongos evaluados. 

Consideramos que la carencia de actividad antimicrobiana in vitro no se 

debe correlacionar necesariamente con la eficacia de actividad 

antimicrobiana in vivo, tal como ha sido demostrado para otras bacterias 

(Kamilova et al., 2006). En este contexto, la presencia de antibióticos y 

glucosa se ha demostrado que inhiben la producción de violaceína y la 

formación de biofilm en J. lividum (Pantanella et al., 2007). Lo anterior, 

puede explicar la carencia de antagonismo in vitro observado en nuestro 

estudio, dado que la composición del medio Waksman agar usado en los 

cultivos duales contiene proporciones altas de glucosa. Además, el 

desarrollo del biofilm y la producción de violaceína por C. violaceium, J. 

lividum y P. tunicata están reguladas por ‘quorum sensing’ (Matz et al., 

2008; McClean et al., 1997), lo cual podría indicar que su formación es 

consecuencia de una respuesta al estrés producido por el medio ambiente 

y a un mecanismo de supervivencia. 

 Independientemente de la producción de violaceína, también 

observamos que las cepas de Duganella spp. de olivos silvestres y 

cultivados mostraron actividad proteolítica y lipolítica y una débil 
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producción de sideróforos. Es conocido que rizobacterias productoras de 

sideróforos mejoran el estado sanitario de las plantas a varios niveles, tales 

como la nutrición por hierro, y dificulta el crecimiento de patógenos, 

generalmente hongos, a través de limitar el hierro disponible para el 

crecimiento del patógeno (Kloepper et al., 1980). Por lo tanto, el hecho de 

que las Duganella spp. de olivo mostraran actividad proteolítica, lipolítica y 

producción de sideróforos debería implicar una mejor capacidad de 

competencia como habitante de la rizosfera del olivo. Sin embargo, si este 

hecho también implica algún potencial antagonista contra hongos del 

suelo, bacterias fitopatógenas, nematodos fitoparásitos, y protozoos en la 

rizosfera del olivo, requiere realizar más investigaciones al respecto. 

Finalmente, consideramos que las cepas de Duganella spp. aisladas de 

olivos silvestres y cultivados pueden tener potencial biotecnológico y 

agronómico, lo cual merece una investigación más extensa en el futuro 

incluyendo: 1) determinación de las condiciones óptimas para obtener un 

mejor rendimiento de violaceína de esas cepas silvestres; 2) condiciones 

para obtener una colonización de la rizosfera, establecimiento y 

supervivencia óptimas para estas bacterias después de la inoculación de 

plantones de olivo; y 3) determinación de su efecto en el crecimiento y 

establecimiento, así como, en la supresión de agentes fitopatógenos de 

suelo después del trasplante de plantones de olivo a suelos naturales. 

Además, investigaciones futuras deberían enfocarse a determinar la 

significación ecológica de la asociación específica y a largo plazo entre 

Duganella spp. con olivos centenarios silvestres y cultivados y con sus 

comunidades bacterianas autóctonas asociadas a la rizosfera, 

especialmente con micorrizas.  
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Figura VI.S1. Análisis de Cluster combinando los datos fisiológicos de la Tabla VI.2 (A), resultados 
APIZYM (B) y Biolog GN2 (C) de Duganella spp. de olivos silvestres y cultivados. El algoritmo 
UPGMA fue aplicado al consenso de la  matriz de similaridad generada para cada experimento de 
forma independiente usando el coeficiente Dice (binario, Tabla VI.2,A) o el coeficiente de correlación 
de Pearson (datos APIZYM (B) y Biolog(A). Valores en los nodos indica el soporte de ‘bootstrap’. 
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Tabla VI. S1. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y producción del pigmento morado en medio R2A 
de las cepas aisladas de la rizosfera de olivo silvestre y cultivado 
 

Olivo silvestre Olivo cultivado 
 

Tª 
 

LO-22 

 

LOBA-24 

 

Baetica-33 

 

Mico-C 

 

Mico-M 

 

Mico-M2 

 

CICYT-60 

4 -/-a ±/- -/- -/- ±/- ±/- ±/- 

15 +/+ +/+ +/+ +/- +/± +/± +/± 

20 ++/++ ++/± +/+ +/- ++/± ++/± ++/+ 

25 ++/++ ++/++ ++/++ ++/± ++/++ ++/++ ++/++ 

28 ++/+ ++/+ ++/+ ++/± ++/+ ++/+ ++/+ 

30 ++/+ ++/± ++/± ++/- ++/- ++/- ++/+ 

34 +/- +/- ±/- +/- +/- +/- +/- 

37 -/- -/- -/- -/- +/- +/- +/- 

40 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 

a Crecimiento/producción de pigmento morado (++)= fuerte, (+) = positivo, (±)= débil ó (-)= negativo. 
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En los últimos años las investigaciones realizadas en el área de la 

Ecología Microbiana han revelado la existencia de una extraordinaria 

diversidad filogenética, abundancia relativa, alta especificidad funcional y 

dinámica poblacional de microorganismos presentes en diversos medio 

ambientes. Dentro de este contexto, el estudio de las comunidades 

bacterianas en el suelo y la rizosfera de las plantas ha sido objeto de 

numerosas investigaciones entre Microbiólogos y Agrónomos debido al 

fuerte impacto que éstas ejercen no solamente sobre las plantas en 

diversas actividades funcionales relevantes como crecimiento, nutrición y/o 

salud de las mismas, sino también para ser utilizados como indicadores del 

grado de estabilidad de diversos parámetros funcionales de un ecosistema. 

Investigaciones previas han documentado que las especies de árboles y 

plantas herbáceas afectan diferencialmente la composición y crecimiento 

de las comunidades microbianas contenidas en la rizosfera (DeLong et al., 

2002; Marschner et al., 2001). A pesar de lo anterior, en la literatura son 

pocas las investigaciones realizadas en este sentido en plantas de tejido 

leñoso como es el caso del olivo. Sin embargo, en la actualidad, la gran 

importancia del cultivo del olivo en la zona del Mediterráneo, ha 

incrementado el interés en el desarrollo de investigaciones enfocadas al 

estudio de las comunidades bacterianas asociadas a este cultivo. La 

presente Tesis Doctoral  aborda el estudio de la estructura y diversidad 

genética de poblaciones bacterianas en el suelo y rizosfera del olivo en 

Andalucía y como diversos componentes del ecosistema agrícola del 

olivar. pueden condicionar y determinar estas comunidades.  

Así, en uno de los objetivos de la Tesis fue determinar la influencia 

específica del cultivar de plantones de olivo certificados, el efecto del vivero 

de origen del material vegetal, así como el efecto del tiempo de crecimiento 

en un suelo natural sobre las comunidades bacterianas totales y cultivables 

de la rizosfera y endosfera utilizando para ello un análisis basado en 

técnicas cultivo-dependientes e independientes. Para ello se estudiaron los 

seis genotipos de plantones de olivo más importantes de Andalucía 
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incluyendo Picual, Arbequina  Hojiblanca, Frantoio, Manzanillo y Picudo, 

que provenían de viveros comerciales productores de material certificado.  

 Los resultados indican que el genotipo del olivo tiene una marcada 

influencia en la densidad inicial de población de bacterias cultivables 

totales (BCT) y Pseudomonas spp. (Ps) en la rizosfera y endosfera de los 

diferentes plantones de olivo y a su vez el vivero de origen tiene otro 

elevado papel en esa variación. En general los cultivares Arbequino y 

Frantoio presentaron los mayores densidades de población. El análisis FT-

RFLP de las comunidades bacterianas totales de la rizosfera también 

agrupó a los diferentes cultivares de olivo de acuerdo al vivero de 

procedencia. Por otro lado, las poblaciones de BCT y Ps fluorescentes en 

la rizosfera y endosfera variaron significativamente en función del tiempo 

de crecimiento en condiciones de campo en un suelo natural, el cultivar de 

origen y sus interacciones, manteniéndose unos niveles de población 

estables o con tendencia creciente durante los 18 meses de duración del 

experimento. Así mismo, el análisis FT-RFLP de las comunidades 

bacterianas totales de la rizosfera de seis cultivares de olivo muestreados 

en distintos tiempos de crecimiento diferenció a los tratamientos en primer 

lugar en función del tiempo de muestreo y en segundo lugar en función del 

genotipo de olivo, indicando que la estructura de población bacteriana en la 

rizosfera de olivo está determinada fuertemente en el momento del 

transplante por el genotipo de procedencia, posteriormente existe cierta 

homogeneización en la diversidad de la estructura de las comunidades 

bacterianas tras 12 meses después del transplante aun suelo natural, tras 

lo cual el efecto marcado del genotipo se vuelve a manifestar a los 18 

meses de crecimiento, fundamentalmente en los cultivares Arbequina y 

Picual.  

Cambios en la estructura genética de las poblaciones microbianas 

en la rizosfera sobre el tiempo han sido descritas previamente (Chiarini et 

al., 2000; Di Cello et al., 1997). En cultivos arbóreos (que se pueden 

considerar monocultivos), la composición de los microorganismos de la 

rizosfera cambia sustancialmente en función de diversos factores 
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involucrados. Así, Benizri et al. (2005) demostró un mayor efecto del 

tiempo de crecimiento sobre las comunidades bacterianas cultivables en la 

rizosfera de melocotonero por encima de otros factores estudiados, y más 

aún, resalta que las comunidades bacterianas mostraron un perfil distinto 

en la utilización de fuentes de carbono en diferente tiempo de muestreo, 

revelando un posible efecto estructural sobre las comunidades bacterianas 

solamente con factores ambientales o de crecimiento de la planta. Por otra 

parte, Rumberger et al. (2007), encontró diferencias significativas en las 

densidades de población y estructura de las comunidades de bacterias, 

hongos y Oomycetes cultivables contenidas en la rizosfera de manzano al 

evaluarlas mediante la técnica FT-RFLP (empleada en esta Tesis 

Doctoral), tanto en función del tiempo de muestreo como del genotipo del 

patrón. Estos autores concluyeron que la composición de las comunidades 

bacterianas y fúngicas en la rizosfera fue altamente variable y cambió con 

la estación y año de muestreo.  

Los resultados obtenidos en los diferentes genotipos de olivo indican 

claramente que existen variaciones en la estructura y densidad de las 

poblaciones bacterianas iniciales en la rizosfera y endosfera en función del 

tiempo y genotipo. Muchos factores bióticos han sido estudiados acerca de 

la influencia que ejercen sobre las comunidades bacterianas de la 

rizosfera; sin embargo el efecto más consistente en este sentido es 

relacionado con cambios en la composición de los exudados radicales. 

Varios autores (e.g., Griffiths et al., 1999;  Kozdroj y van Elsas, 2000; Yang 

y Crowley, 2000) en sus investigaciones han postulado que los cambios en 

la composición de los exudados de la raíz tienen un efecto sobre las 

comunidades bacterianas de la rizosfera. Las diferencias en la densidad de 

población en los genotipos de olivo puede ser debido a diferencias en la 

composición específica y cantidad de los rizodepósitos que sirven como 

fuente de carbono, nitrógeno y energía que permiten el desarrollo de 

poblaciones microbianas específicas. En esta Tesis Doctoral no se estudió 

la rizodeposición, por lo que se desconoce los componentes de los 

exudados radicales de los diferentes genotipos de olivo. Por tanto, en 
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futuras investigaciones un análisis de esta naturaleza permitiría profundizar 

en la interacción de este factor con las comunidades microbianas 

contenidas en la rizosfera, principalmente en relación al estímulo que 

condiciona el desarrollo y desplazamiento de poblaciones bacterianas 

específicas diferenciadas por la utilización de substratos particulares en 

función de estas variaciones temporales de los exudados. De los genotipos 

de olivo evaluados, Frantoio es la que alberga una densidad de población 

más alta que el resto, mientras que Picudo y Hojiblanca registraron 

densidades de población más bajas. Es interesante resaltar que las 

diferencias en las densidades en estos genotipos pudieran también tener 

un papel y una relación aún no explorada en la resistencia y susceptibilidad 

que manifiestan estos materiales contra la Verticiliosis del olivo. En este 

sentido, el cv. Frantoio es considerado un material con tolerancia a V. 

dahliae patotipo defoliante mientras que el cv. Picudo y Hojiblanca se 

consideran material altamente susceptibles (Landa et al., 2009). En este 

contexto, Rumberger et al. (2007) encontró que patrones de manzano con 

mayor nivel de resistencia contra la enfermedad del replante son capaces 

de sustentar densidades de bacterias y hongos cultivables más altas en su 

rizosfera en comparación con los patrones susceptibles a esta enfermedad.  

Actualmente, nuevos enfoques en los sistemas de manejo del suelo 

y técnicas agronómicas de cultivo del olivo se han ido desarrollado en 

función de la necesidad de generar nuevos sistemas de explotación 

adecuados a disminuir el impacto medioambiental, como la degradación 

del suelo, escasez del agua y el desarrollo de técnicas capaces de mejorar 

y preservar la calidad y fertilidad del suelo principalmente en regiones 

semiáridas del Mediterráneo. En Andalucía, existen diversos sistemas de 

cultivo del olivo que abarcan desde olivares tradicionales, a nuevos 

sistemas intensivos y superintensivos, y por otro lado sistemas de 

producción con un enfoque sostenible basado en producción integrada y 

orgánica frente a los de alta aportación de insumos químicos. En los 

últimos años las investigaciones sobre la influencia de diferentes sistemas 

de manejo del suelo en general han estado dirigidas principalmente al 
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impacto que éstos tienen en la erosión del suelo, disponibilidad y pérdida 

de nutrientes y agua en olivares del Mediterráneo, sin embargo 

actualmente cada vez existe un mayor interés en estudiar el efecto de 

estos diferentes sistemas de manejo sobre las características funcionales y 

metabólicas de las comunidades microbianas del suelo y rizosfera.  

Por lo anterior, en el desarrollo de esta Tesis Doctoral se consideró 

como un objetivo principal el analizar la estructura y diversidad de las 

comunidades bacterianas totales en suelos de olivar en dos de las áreas 

más representativas para el cultivo del olivo en la provincia de Córdoba 

(Sierra Morena y Campiña), y determinar el efecto sobre estas 

comunidades en función de los factores: zona climática, tipo de suelo, y 

sistema de manejo del mismo. Los resultados de esta investigación 

revelaron que existe una diferenciación de las comunidades bacterianas de 

la rizosfera en olivo en base a la localización de las dos zonas de cultivo 

evaluadas y los diferentes sistemas de manejo del suelo efectuados. Las 

comunidades bacterianas de suelo fueron claramente discriminadas en 

función del tipo de manejo de suelo (laboreo o control de la cubierta con 

ganado) realizado en la zona de Sierra Morena destacando una transición 

entre las comunidades microbianas desde zonas naturales hacia el empleo 

de ganado o el suelo con laboreo ligero. Por otro lado en la Campiña 

también existió una diferenciación de las comunidades microbianas 

respecto a los diferentes sistemas de manejo del suelo (laboreo frente a 

desbroce) que a su vez se diferenciaron claramente de las zonas 

naturales. En general los suelos de las zonas de Sierra Morena y las de 

Campiña con cubierta presentaron los mayores niveles de diversidad 

medidos por la Riqueza y el índice de Shannon. 

Nuestros resultados indican que la localidad y tipo de suelo son 

factores primarios que determinan la estructura de las poblaciones 

microbianas y que éstas son influenciadas por los diferentes sistemas de 

manejo del suelo, resaltando la importancia que los sistemas de manejo 

tienen en la dinámica poblacional de la microbiota del mismo. Los cambios 

en la estructura y dinámica  de las comunidades microbianas del suelo 
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como respuesta a diferentes sistemas de manejo en sistemas agrícolas 

representa un interesante indicador del estatus del suelo con respecto a su 

calidad y complejidad (Anderson, 2003; Visser y Parkinson 1992). 

Investigaciones en olivo han demostrado una influencia positiva de un 

sistema de manejo sostenible del olivar sobre las características 

bioquímicas del suelo y sobre la diversidad genética microbiana (Benítez et 

al., 2006; Hernández et al., 2005). Adicionalmente, Moreno et al. (2009) 

resalta la influencia del no laboreo y uso de cubiertas sobre la diversidad 

genética microbiana contenida en el suelo. 

La diversidad funcional de las comunidades microbianas incluyen el 

rango y la expresión relativa de actividades implicadas en funciones tales 

como descomposición, transformación de nutrientes, promoción del 

crecimiento de las plantas y supresión de enfermedades, entre otros (Giller 

et al., 1997). Uno de los efectos mas comunes que se generan con el uso 

del laboreo es la pérdida de carbono orgánico del suelo utilizable por los 

microorganismos, el cual regula el funcionamiento y actividad de las 

comunidades microbianas heterotróficas en el mismo. Esto podría explicar 

que un manejo del suelo más sostenible que incluye las prácticas de 

laboreo ligero y uso de cubiertas vegetales, está más asociado a una 

mayor diversidad genética, funcional y metabólica de microorganismos del 

mismo que en otros sistemas de manejo. Así, Carrera et al. (2007) y Sofo 

et al. (2010) demostraron que los índices de la diversidad metabólica de las 

bacterias del suelo estimadas mediante el sistema BIOLOG CLPP son 

usualmente mas altos en suelos con un manejo sostenible que en suelos 

con manejo tradicional y que la inclusión del uso de cubiertas vegetales 

dentro del manejo sostenible podría ser un importante factor positivo en 

esta condición. Otras investigaciones en olivares en el Mediterráneo han 

demostrado el efecto de un sistema de manejo sostenible basado en 

prácticas de no laboreo por utilización de cubiertas vegetales espontáneas 

y material de poda, fertilización y riego por goteo, observando mayor 

rendimiento y calidad del fruto y una mayor diversidad genética y funcional 

microbiana en contraste con un manejo tradicional caracterizado por un 
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sistema de cultivo de secano, laboreo 2-3 veces al año y fertilización 

mineral anual (Sofo et al., 2010).  

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral aportan evidencias 

del efecto que ejercen factores como la localidad, tipo de suelo y el efecto 

de diferentes sistemas de manejo del mismo sobre las características 

estructurales y funcionales de las comunidades bacterianas del suelo en 

dos localidades de Andalucía. La importancia del conocimiento de los 

factores que están influenciando la diversidad estructural y funcional de la 

microbiota del suelo en el olivo, son relevantes debido a que representan 

un índice de la calidad actual del suelo a partir del cual es posible predecir 

los efectos del manejo actual del suelo y proveer información relevante 

sobre el estatus funcional del mismo en relación a la diversidad microbiana. 

El desarrollo de este conocimiento permitiría determinar si un sistema de 

manejo en particular u otros factores implicados en el mismo compromete 

la estabilidad y/o resiliencia de un sistema tan complejo como lo es el suelo 

en el reciclado de nutrientes a través de los efectos sobre la diversidad 

funcional microbiana en los diferentes sistemas de explotación del olivo 

actualmente utilizados. 

Como otra parte integral de esta Tesis Doctoral se determinó la 

estructura y diversidad genética de las comunidades bacterianas totales en 

la rizosfera y suelo de acebuches silvestres y olivares centenarios en 

sistemas naturales o agrícolas, mediante diversos métodos moleculares y 

biotecnológicos de análisis de poblaciones microbianas y se conformó una 

colección de aislados bacterianos cultivables de la rizosfera de olivo 

silvestre de dos provincias de Andalucía (Córdoba y Cádiz) con alta 

capacidad antagonista contra V. dahliae patotipo defoliante in vitro. 

Actualmente, dentro de las consideraciones importantes en la búsqueda de 

microorganismos con potencial uso como inoculantes microbianos en 

determinados cultivos se encuentra la exploración de la rizosfera de estas 

plantas en su forma silvestre, o en el centro de origen o centro genético 

primario de diversificación, o en explorar la amplitud de su diversidad 

genética. Este tipo de materiales genéticos se consideran reservorios 

 257



Capítulo VI                                                                                                                                              . 

genéticos microbianos de gran potencial biotecnológico para diversas 

disciplinas científicas.  

En este contexto, el olivo se caracteriza por contener una alta 

riqueza de recursos genéticos (Ganino et al., 2006). Belaj et al. (2010), 

estudiando la diversidad  y relaciones filogenéticas entre cultivares locales 

y silvestres de olivo en tres regiones olivareras en España (Andalucía, 

Cataluña y Valencia), encontraron que existe una gran variación alélica y 

altos valores de diversidad genética en estas tres importantes zonas de 

cultivo de olivo y que particularmente en Andalucía las poblaciones de olivo 

silvestre (acebuches) conformaban un cluster genético separado e 

independiente del resto de olivares cultivados de la misma área y de las 

otras zonas olivareras, así como del resto de las poblaciones de olivo 

silvestre en España. Estos resultados sugieren que las poblaciones 

silvestres de olivo en Andalucía pueden representar verdaderos olivos 

silvestres y no formas asilvestradas o ‘ferales’, por lo que estas zonas se 

constituyen como un interesante recurso genético para su exploración en 

diversas áreas de la biotecnología agrícola. Los resultados obtenidos en 

esta investigación mediante el análisis FT-RFLP del ADN total de la 

rizosfera de diferentes muestras de olivo silvestre, y suelos de olivares 

cultivados centenarios indican que las comunidades bacterianas en la 

rizosfera del olivo silvestre difieren de las observadas en olivo cultivado 

conformando un cluster independiente lo cual fundamenta el interés de 

explorar las poblaciones bacterianas cultivables contenidas en la rizosfera 

y endosfera del acebuche con actividad antagonista contra V. dahliae.   

Por ello, se obtuvieron un total de 675 aislados cultivables de la 

rizosfera y endosfera de 11 muestras de olivo silvestre, de los cuales 94 

(14%) mostraron diferentes niveles de antagonismo contra V. dahliae a 

través de la producción de diversas enzimas y metabolitos secundarios 

involucrados en su actividad inhibidora. El 85% de los antagonistas fueron 

Bacillus spp. (56.4% del total) y Pseudomonas spp (27.7%). En numerosas 

investigaciones se ha determinado que Pseudomonas y Bacillus son 

constituyentes importantes en la rizosfera de diversas plantas herbáceas 
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(Donate-Correa et al., 2004; Poonguzhali et al., 2006) esta misma situación 

al parecer prevalece en cultivos de tejido leñoso. Sin embargo, también 

existen diferencias que pudieran revelar la importancia funcional y 

específica de estas poblaciones en cultivos de tejido leñoso. En la rizosfera 

de olivo silvestre, Pseudomonas spp. fue el grupo predominante y no en la 

endosfera; en contraste con los resultados obtenidos en café revelaron que 

el género más común encontrado en la rizosfera fue Bacillus spp. (Muleta 

et al., 2009). Lo anterior sugiere que en la rizosfera de huéspedes de tejido 

leñoso también puede existir un alto grado de especificidad en donde es 

posible encontrar poblaciones distintivas colonizando este microambiente.  

Independientemente de su actividad antagonista in vitro, 

Pseudomonas spp. y Bacillus spp. son dos grupos importantes de 

bacterias que son conocidos por establecer una importante asociación 

benéfica en la rizosfera y endosfera, en particular están estrechamente 

asociados a la habilidad para movilizar el fosfato y nitrógeno insoluble en el 

suelo, nutrientes de difícil acceso para las plantas (Cocking, 2003; Miller et 

al., 2010). Particularmente, es de especial interés este último, que es 

considerado el nutriente mas importante por su influencia en el crecimiento 

vegetativo, rendimiento y calidad en el olivo (Fernández-Escobar, 2008b).  

Por otra parte, diversas especies de estos grupos son considerados 

promotores del crecimiento en las plantas (PGPR), sin embargo difieren en 

la habilidad de síntesis de auxinas como el ácido indol-3-acético (AIA) 

como precursores del crecimiento los cuales desempeñan un papel 

relevante en el desarrollo y resistencia a enfermedades. Un alto porcentaje 

de los antagonistas obtenidos del olivo silvestre mostraron la capacidad de 

producir AIA, sideroforos, quitinasa y otros metabolitos secundarios. Esta 

actividad se ha demostrado en investigaciones previas que está 

relacionada con la capacidad de solubilización del fósforo y otros 

elementos (Vassilev et al., 2006). La producción simultánea de hormonas y 

otros metabolitos secundarios, el fuerte antagonismo in vitro mostrado 

contra V. dahliae  aunado a la eficiencia en la solubilización de minerales 

esenciales, tiene gran significancia desde el punto de vista agronómico de 
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aplicación y explotación de estas rizobacterias en olivo como promotores 

de crecimiento, fertilizantes biológicos e inductores de resistencia como 

parte integral en estrategias de manejo en sistemas de producción con un 

enfoque orgánico y/o sostenible de bajos insumos agrícolas.  

 El origen de las poblaciones endofitas ha sido motivo de diferentes 

investigaciones en muchos cultivos, varios estudios han sugerido que estas 

poblaciones se originan del suelo y la rizosfera conformando 

subpoblaciones a partir de esos microambientes con una fuerte influencia 

de la especie de la planta como factor dominante en seleccionar y 

determinar la composición de estas comunidades (Germida et al., 1998; 

Mendes et al., 2007; Wang et al., 2008). El origen de las poblaciones 

endofitas en olivo silvestre y cultivado es desconocido, pocos son las 

investigaciones abordando el estudio de las interacciones con estas 

poblaciones en olivo, y se desconoce si estas poblaciones son transmitidas 

verticalmente a partir de material vegetal de propagación o semilla. En los 

últimos años, diversas especies de Bacillus y Pseudomonas han sido 

considerados agentes de control biológico e inoculantes microbianos 

ideales dada la versatilidad de producir antibióticos y otros metabolitos 

secundarios, colonizar el tejido interno de las plantas como endofitos con 

mayor eficiencia que otros agentes biológicos y por la producción de 

endoesporas en el caso solo de Bacillus lo que permite diseñar 

formulaciones comerciales más estables, duraderas y fácil de manejar. Los 

resultados de esta investigación ha permitido conformar una colección de 

aislados bacterianos autóctonos en la rizosfera y endosfera de olivo 

silvestre con alto potencial antagonista in vitro contra V. dahlie patotipo 

defoliante los cuales son considerados representan aislados altamente 

específicos y mucho mejor adaptados debido a su estrecha relación 

genética con el olivo en busca de una mayor adaptabilidad y estabilidad en 

el proceso de colonización e interacción como inoculantes microbianos con 

la planta huésped. Lo anterior resalta la necesidad de realizar 

investigaciones futuras enfocadas en evaluar su eficacia como 

antagonistas y como promotores del crecimiento (fertilizantes biológicos) 

 260 



                                                                                                                                         Discusión general 

en el cultivo de olivo bajo condiciones de invernadero en material de 

propagación y campo, además de su estabilidad y persistencia como 

inoculantes microbianos en diferentes materiales genéticos. A partir de 

este conocimiento, uno de los mayores retos en futuras investigaciones es 

el poder manejar comunidades microbianas en busca de alternativas para 

favorecer la colonización y estabilidad de bacterias beneficiosas lo cual 

representa en la actualidad uno de los principales limitantes en el 

desarrollo de sistemas de control biológico basados en el uso de bacterias. 

Otros antagonistas encontrados en menor proporción en la rizosfera 

y endosfera del olivo silvestre fueron identificados como Paenibacillus spp. 

Chryseobacterium vrystaatense, Rhodococcus wratislaviensis y Rahnella 

sp. representando estos últimos la primera cita como antagonistas 

habitando la rizosfera y endosfera del olivo. Adicionalmente, los resultados 

de esta investigación aportan nuevos conocimientos sobre los 

constituyentes microbianos en la rizosfera del olivo silvestre y cultivado con 

aplicación en otras áreas de la investigación. En este contexto, se han 

identificado bacterias como Duganella spp. que producen un pigmento 

morado insoluble en agua que está relacionada a la capacidad de producir 

violaceina, compuesto con alto potencial biotecnológico en la medicina e 

industria. Algunos de los aislados obtenidos del olivo silvestre y cultivado 

con esta característica han demostrado la capacidad de producir mayores 

cantidades del extracto crudo de violaceina que otras cepas citadas en la 

literatura científica. El análisis filogenético de estos aislados reveló una 

clara separación de grupos en base a su origen (olivo silvestre o cultivado). 

Los resultados de la presente Tesis Doctoral demuestran el alto grado de 

especificidad y el potencial de la rizosfera del olivo de contener 

poblaciones bacterianas con importantes aplicaciones biotecnológicas en 

agricultura y en otras áreas y que pueden tener un alto impacto económico 

y medioambiental. Prueba de ello es la protección mediante Patente 

(P201031655) de tres de las cepas de Duganella spp. que se han 

propuesto como especies nuevas: Duganella oleae sp. nov. CICYT-60 y 

MICO-M, y Duganella baetica LO-22.  
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Las conclusiones generales de esta Tesis Doctoral son las siguientes: 
 
 

1. El tipo de suelo y su sistema de manejo determinan la estructura y 

diversidad de las comunidades bacterianas del suelo de olivares en 

fincas con manejo orgánico en el sur de España. 

 

2. La técnica FT-RFLP ha demostrado ser una herramienta eficaz para 

el estudio de la estructura y diversidad genética de poblaciones 

bacterianas en la rizosfera de olivo, y puede además ser utilizada 

para asociar grupos taxonómicos operacionales específicos (OTUs) 

con distintos sistemas de manejo que podrán ser utilizados como 

indicadores de calidad o del sistema de manejo en olivares de 

Andalucía. 

 

3. El vivero de origen, el genotipo del olivo y el tiempo de crecimiento 

en un suelo natural son factores que determinan la estructura y 

diversidad de las comunidades bacterianas totales, y la densidad de 

población de bacterias cultivables heterotróficas y de Pseudomonas 

fluorescentes más abundantes en la rizosfera y endosfera de 

plantones de olivo certificados.   

 

4. Las comunidades bacterianas de la rizosfera de olivo silvestre 

difieren claramente de las de formas asilvestradas de olivos 

cultivados constituyendo reservorios únicos de diversidad 

bacteriana. 

 

5. La rizosfera y endosfera de olivos silvestres constituyen una fuente 

importante de bacterias con alto potencial antagonista contra el 

hongo de suelo Verticillium dahliae. 
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6. Diferentes especies de Bacillus y Pseudomonas fluorescentes son 

los antagonistas de V. dahliae mayoritarios presentes en el sistema 

radical de olivos silvestres, presentando la capacidad de producir 

diferentes enzimas hidrolíticos, ácido indol-3-acético y compuestos 

antimicrobianos, por lo que podrían ser considerados como 

potenciales agentes de biocontrol de V. dahliae en olivo. 

 

7. De la rizosfera de olivo, tanto silvestre como cultivado, se han 

aislado, identificado y caracterizado bacterias con alto rendimiento 

en producción de violaceína pertenecientes al género Duganella, 

que pueden ser consideradas nuevas especies bacterianas con 

interés para diversas aplicaciones biotecnológicas en medicina, 

industria y agricultura, entre otras.  
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