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Resumen
Las bacterias lácticas son efectivas en el control de una amplia variedad de fitopatógenos y también como bioestimu-
lantes, al promover directamente el crecimiento de las plantas o la germinación de las semillas, y también para aliviar 
diversos estreses de origen biótico. Sin embargo, el rol funcional como bacterias promotoras del crecimiento vegetal, 
no ha sido profundamente explorado. El objetivo de este trabajo fue evaluar Enterococcus mundii (CRL35) y dos cepas 
de E. faecium (CRL1877 y CRL1879) aisladas de productos lácteos, como agentes de inducción de la germinación 
y crecimiento en genotipos cítricos. Citrus limon, Citrus sinensis y Poncirus trifoliata mostraron incrementos en la 
germinación, mientras que Citrus aurantium mostró sensibilidad a la cepa CRL1877 y su sobrenadante. El tratamiento 
de semillas de P. trifoliata con las células de CRL35 y CRL1879 y sus sobrenadantes, generó plantines con tallos de 
mayor longitud y diámetro, mayor longitud de raíz principal y de la raíz secundaria más larga y mayor número total de 
raíces secundarias que los respectivos controles con MgCl2 y el caldo de cultivo LAPTg. La magnitud de la inducción 
respondió a la concentración (DO600 nm 1 y 0,1) y tiempo de tratamiento (2 h y 8 h). Los resultados obtenidos en este 
trabajo constituyen la primera evaluación de estas cepas de bacterias lácticas como agentes inductores del crecimiento en 
cítricos, por lo que abre posibilidades potenciales para el desarrollo de estrategias agrícolas sustentables.
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Abstract
Lactic acid bacteria are effective in controlling a wide variety of phytopathogens and also as biostimulants, by directly 
promoting plant growth or seed germination, and also to relieve various stresses of biotic origin. However, their functional 
role as plant growth-promoting bacteria, has not been deeply explored. The objective of this work was to evaluate 
Enterococcus mundii (CRL35) and two strains of E. faecium (CRL1877 and CRL1879) isolated from dairy products, 
as germination and growth induction agents in citrus genotypes. Citrus limon, Citrus sinensis and Poncirus trifoliata 
showed increases in germination, while Citrus aurantium showed sensitivity to strain CRL1877 and its supernatant. 
The treatment of P. trifoliata seeds with the cells of CRL35 and CRL1879 and their supernatants, generated seedlings 
with stems of greater length and diameter, greater length of the main root and of the longest secondary root and greater 
number of secondary roots, than the respective controls with MgCl2 and the LAPTg culture broth. The magnitude of the 
induction responded to the concentration (DO600 nm 1 and 0.1) and treatment time (2 h and 8 h). The results obtained in 
this work are the first evaluation of these strains of lactic acid bacteria as growth-inducing agents in citrus, thus opening 
up potential possibilities for the development of sustainable agricultural strategies.
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Introducción 

La actividad agrícola actual se encuentra frente a 
múltiples desafíos para alimentar a una población 
en continuo crecimiento con recursos cada vez más 
escasos, como consecuencia del cambio climático, 
la sobreexplotación de los recursos naturales, la 
merma de la biodiversidad, entre otros factores, lo 
que demanda el uso imprescindible de estrategias 
de producción sostenibles (Badgley et al., 2007; 
Hidalgo López y Sorondo, 2020). Una alternativa 
para el manejo de los cultivos que cada vez toma 
mayor participación, es el uso de bioinsumos 
agrícolas (biofertilizantes, bioinductores y 
bioplaguicidas), ya que representan opciones 
económicamente atractivas y ecológicamente más 
seguras que muchos agroquímicos y fertilizantes 
de síntesis química. Un bioinsumo es un producto 
basado en compuestos y/o extractos de micro o 
macroorganismos o plantas, o de microorganismos 
vivos, que producen un efecto benéfico sobre 
la sanidad o el crecimiento (o rendimiento) de 
los cultivos sin generar impacto negativo en el 
agroecosistema (Gerwick y Sparks, 2014; Casler 
et al., 2009). En el desarrollo de un bioinsumo 
se utilizan estrategias que surgen del estudio y 
caracterización de lo que sucede en las distintas 
interacciones de las plantas con su entorno. Así por 
ejemplo la identificación de nuevos microrganismos 
benéficos, la conformación sinérgica de consorcios 
microbianos, la identificación de nuevas moléculas 
inductoras del crecimiento o de la defensa vegetal, 
etc., y que pueden utilizarse para el manejo 
sustentable de los cultivos. Los microorganismos 
y las plantas constituyen una riquísima fuente de 
compuestos con propiedades antimicrobianas y 
con capacidad para inducir los mecanismos de 
defensa y/o crecimiento vegetal. Dentro de estos 
microorganismos benéficos se encuentran las 
bacterias que promueven el crecimiento de las 
plantas, que cuando están asociadas a la rizósfera 
se conocen como PGPR, por sus siglas en inglés 
“Plant Growth - Promoting Rhizobacteria” 
(Kloepper y Schroth, 1978), las cuales pueden ser 
bacterias de vida libre que habitan en el suelo o en 
las raíces de las plantas. Dentro de este grupo de 
bacterias, los géneros más ampliamente utilizados 
corresponden a Acetobacter, Azospirillum, 
Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, entre 
otras (Compant et al., 2005, Bashan y Holguin, 
1998; Kloepper et al., 1989). Las interacciones 
que se establecen entre las plantas, el suelo, los 

microorganismos y la dinámica de los nutrientes 
pueden ser complejas y representan una gran 
oportunidad para mejorar la fertilidad del suelo. 
En la última década se ha generado una demanda 
creciente de bioinsumos o inoculantes microbianos 
(>12 % incremento anual, Red Agrícola, 2021), 
no obstante, el futuro del uso agrícola de las 
PGPR depende de su aceptación como una nueva 
tecnología verde, que puede ser una alternativa 
más amigable con el ambiente. 

La búsqueda y caracterización de nuevos 
aislamientos de microorganismos que produzcan 
un beneficio en la producción agrícola y también 
pecuaria es continua, con el objetivo de mejorar 
los efectos ya caracterizados o encontrar nuevos 
beneficios aportados por microorganismos que 
no generen ningún efecto nocivo para la salud 
humana (GRAS, de “Generally Recognized as 
Safe”). Entre tales microorganismos se encuentran 
los lactobacilos, un amplio grupo de bacterias que 
ocupan diversos nichos ecológicos, principalmente 
conocidos también como microorganismos 
beneficiosos para la salud humana. Además de 
ser utilizados como probióticos para humanos, 
los lactobacilos ya se han aplicado con éxito 
en el control de enfermedades de las plantas 
y en la estimulación del crecimiento vegetal, 
sin embargo, la información al respecto en la 
literatura aun es escasa. De acuerdo a esto, el 
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de 
bacterias lácticas (BL) locales aisladas de quesos 
y caracterizadas en el Centro de Referencia para 
Lactobacilos (CERELA-CONICET) ubicado en 
la provincia de Tucumán, Argentina (Minahk et 
al., 2000; Saavedra, 2004; Suárez et al., 2013; 
Suárez, 2015; Bonacina et al., 2014 y 2017; 
Orihuel et al., 2018a,b) como promotores de la 
germinación y el crecimiento de plantas cítricas, 
como una alternativa a las PGPR- convencionales, 
considerando además que las BL pueden mejorar 
la calidad nutricional de los frutos, ya sea porque 
produzcan nuevos metabolitos  o incrementen la 
síntesis de metabolitos benéficos para la salud del 
ser humano. 

Materiales y métodos 

Cepas bacterianas utilizadas 

Los genotipos de las cepas de BL utilizados 
en este trabajo forman parte de la Colección de 
Cultivos del CERELA y corresponden a la cepa 
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CRL35 de Enterococcus mundtii (Saavedra et 
al., 2004; Bonacina et al., 2017; Salvucci et al., 
2007 y 2012; Orihuel et al., 2018a,b), y las cepas 
CRL1877 y CRL1879 de Enterococcus faecium 
(Suarez et al., 2013; Suarez, 2015), todas aisladas 
de quesos artesanales. 

Condiciones de crecimiento 

Las BL se crecieron en medio LAPTg (Raibaud 
et al., 1961), a 35 °C con agitación (250 rpm) 
durante 24 h, realizando tres repiques sucesivos. 
Para los ensayos, luego del tercer repique, se 
separó el sobrenadante de las células bacterianas 
mediante centrifugación a 10.000 rpm durante 10 
min. El pellet bacteriano fue resuspendido en una 
solución de MgCl2 10 mM, y la concentración se 
ajustó por la densidad óptica (DO) medida a 600 
nm en un espectrofotómetro (Modelo DU 640; 
Beckman, USA)

 El medio de cultivo LAPTg (peptona, 15 g/L; 
tripteína, 10 g/L; extracto de levadura, 10 g/L; 
glucosa, 10 g/L; Tween 80, 1 g/L; pH 6,5) fue 
esterilizado en autoclave a 121 °C durante 20 min. 
Para los medios sólidos y semi-sólidos se agregó 
agar-agar (Britania, Argentina) a una concentración 
final de 1,5 % o 0,7 % (p/v), respectivamente. 

Pruebas de germinación de semillas de cítricos

Los genotipos cítricos utilizados fueron: Citrus 
sinensis, C. limon, C. aurantium y Poncirus 
trifoliata. Para la extracción de semillas, los 
frutos fueron cortados por la línea ecuatorial, 
se extrajo el jugo separando las semillas las 
cuales se enjuagaron con agua común y luego 
se dejaron secar al aire. Para los ensayos, las 
semillas fueron despojadas de la cubierta seminal, 
desinfectadas con alcohol al 70 % durante 1 min 
y posteriormente con hipoclorito de sodio 1 % 
durante 5 min, seguido de tres lavados con agua 
destilada estéril. Para la prueba de germinación, 
las semillas se sumergieron en los diferentes 
tratamientos: las células de los tres aislados 
bacterianos (CRL35, CRL1877 y CRL1879) y 
los respectivos sobrenadantes.  Como controles se 
utilizó una solución de 10 mM de MgCl2 estéril y 
medio LAPTg estéril. Las semillas se inocularon 
con la suspensión de cada bacteria ajustando la 
concentración a DO600 nm = 1 (equivalente a 2,0 
x 107 UFC/mL) y los respectivos sobrenadantes, 
sumergiéndolas durante 8 h, luego fueron 
retiradas y se dejaron secar al aire. Se procedió de 
la misma manera con los tratamientos controles. 
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Posteriormente, se colocaron 20 semillas de cada 
tratamiento en cada bandeja de germinación sobre 
papel filtro humedecido con agua destilada estéril, 
y se realizaron tres repeticiones (3 bandejas por 
tratamiento). Las bandejas se colocaron dentro 
de una bolsa de plástico negro, por 24 h a 30 
°C, y luego se colocaron bajo un fotoperiodo de 
16 h de luz, manteniendo la humedad del papel 
de filtro con agua destilada estéril. Se consideró 
germinada una semilla después de la emergencia 
de la radícula. 

A los 30 días posteriores al tratamiento se 
determinó el porcentaje de germinación en base 
al número de semillas germinadas con respecto al 
total de semillas tratadas, por 100 ((% germinación 
= (número de semillas germinadas/ número total 
de semillas) x 100).

Ensayos de promoción del crecimiento

Para las pruebas de promoción del crecimiento, 
se trabajó con el genotipo cítrico Poncirus 
trifoliata y dos cepas de BL (cepas CRL35 y 
CRL1879). Se evaluaron dos concentraciones 
bacterianas correspondientes a una DO600 nm de 
1 y 0,1. Los sobrenadantes fueron diluidos en 
la misma proporción que las células, resultando 
cuatro tratamientos: T1 y T2, correspondientes 
a las células de las cepas CRL35 y CRL1879; y  
T3 y T4, a los respectivos sobrenadantes. Previo 
al tratamiento, las semillas de P. trifoliata fueron 
desinfectadas y sumergidas durante 2 h y 8 h en 
las suspensiones de cada bacteria y los respectivos 
sobrenadantes. Como tratamientos controles 
se utilizaron MgCl2 10 mM y LAPTg estériles, 
correspondientes a T5 y T6, en adelante. Luego 
las semillas fueron sembradas en sustrato estéril 
(humus y perlita, 2:1), y colocadas en condiciones 
controladas de crecimiento (16 h de luz y 25 °C). 
A los 60 días de la siembra se volvió a realizar 
una inoculación bacteriana, el agregado de los 
respectivos sobrenadantes y los tratamientos 
controles (MgCl2 y LAPTg). A los 100 días se 
realizó la evaluación de los siguientes parámetros: 
altura de la planta, diámetro de la base del tallo y 
de la raíz primaria a 1 cm de cuello de la planta, 
longitud de la raíz primaria y de la secundaria 
más larga, y número de raíces secundarias. 
Posteriormente, las plántulas se trasplantaron 
de forma individual en macetas plásticas de 600 
mL en una mezcla de suelo y sustrato (1:1). Para 
cada tratamiento se utilizaron 10 plantines y tres 
repeticiones.



Análisis estadístico

El análisis estadístico de los datos se realizó 
mediante el paquete estadístico InfoStat 
utilizando análisis de la varianza y prueba de 
Tukey de comparación de medias con un nivel 
de significación de 0,05 (Di Rienzo et al., 2013). 
Los datos se obtuvieron de tres experimentos 
independientes y se expresaron como media 
± error estándar. A los datos de germinación 
obtenidos como porcentajes se les realizó una 
transformación arcoseno para normalizar los 
datos (Sokal y Rohlh, 1995) y posteriormente un 
análisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey 
con Infostat para determinar si había diferencias 
significativas entre los tratamientos dentro de cada 
especie cítrica. Para el análisis inferencial de la 
cantidad de raíces secundarias se utilizó un modelo 
lineal generalizado con el programa R a través de 
InfoStat (GLMM), se asignó para el análisis la 
distribución Poisson. Los factores tratamiento y 
condiciones del mismo fueron considerados efecto 
fijo y el número de raíces secundarias variable 
respuesta. La prueba de comparación de medias se 
realizó mediante la prueba DGC (5 %). El ajuste 
del modelo y las pruebas de hipótesis asociadas se 
realizaron con el programa InfoStat.

Resultados y discusión 

Efecto de las bacterias lácticas en la germinación 
de semillas de cítricos

Las BL son ubicuas y se encuentran en diversos 
nichos como las plantas en donde pueden 
proliferar rápidamente cuando los tejidos se 
dañan y se liberan contenidos celulares ricos en 

carbohidratos. Aunque no forman parte del grupo 
de géneros bacterianos clásicamente conocidos 
como PGPR, existen diversos estudios en donde se 
ha demostrado la capacidad de BL para favorecer 
la germinación, el desarrollo y crecimiento de 
tejidos vegetales, debido a mecanismos como la 
colonización de la superficie de raíces (Hammed et 
al., 2011) y la producción de compuestos bioactivos 
que actúan de manera positiva sobre el desarrollo 
vegetativo como menciona Glick (2015). En este 
trabajo se seleccionaron los genotipos lácticos 
del género Enterococcus, CRL35, CRL1877 y 
CRL1879, aislados de alimentos lácteos, para 
evaluar el efecto en la germinación de semillas 
de cítricos tratadas con las células bacterianas y 
sus sobrenadantes.  Las cepas utilizadas fueron 
extensamente caracterizadas en CERELA y se 
cuenta con el genoma secuenciado de CRL35 
y CRL1879 (Suarez et al., 2013; Bonacina et 
al., 2014). Además, se determinó que la cepa 
CRL1877 posee los genes para la producción de 
enterocina A, B y P, tres antibióticos ampliamente 
caracterizadas en el género Enterococcus (Suárez, 
2013). Los genotipos cítricos utilizados fueron 
C. limon, C. sinensis, C. aurantium y Poncirus 
trifoliata. En la Tabla 1, se observa que el efecto 
sobre la germinación varió en función de la cepa de 
BL y del genotipo cítrico. La prueba de hipótesis 
sobre el efecto fijo de los tratamientos dentro de 
cada especie de cítrico (por columna) demostró 
que existían diferencias significativas entre 
algunas de las medias de los tratamientos. Así, 
por ejemplo, C. limon mostró los porcentajes más 
altos de germinación que el resto de los genotipos 
cítricos. Las semillas inoculadas con las bacterias 
no mostraron diferencias con los controles, 
sin embargo, los sobrenadantes de CRL1877 y 
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Tratamientos C. limon C. sinensis C. aurantium P. trifoliata

CRL35-B 90,13 ± 4,30 A 60,03 ± 1,95 BC 82,33 ± 2,86 D 62 ± 4,00 A

CRL1877-B 91,2 ± 4,50 A 70,45 ± 3,85 D 23,66 ± 3,94 B 67,33 ± 2,08 ABC

CRL1879-B 92,33 ± 2,04 A 72,28 ± 1,17 D 63,33 ± 3,18 C 65,77 ± 4,51 AB

CRL35-S 90 ± 1,00 A 90,33 ± 3,28 E 84,33 ± 3,51 D 100 ± 0,00 E

CRL1877-S 100 ± 0,00 B 73,23 ± 4,28 D 10 ± 5,00 A 73,33 ± 2,08 CD

CRL1879-S 100 ± 0,00 B 69,1 ± 2,90 CD 65,16 ± 3,80 C 71 ± 2,00 BCD

MgCl2 90,03 ± 5,23 A 53,66 ± 2,50 B 80 ± 2,08 D 76,88 ± 2,08 D

LAPTg 90,14 ± 0,92 A 30,33 ± 3,18 A 81,86 ± 3,17 D 75,11 ± 3,00 D

Tabla 1. Germinación (%) de semillas de cuatro genotipos cítricos tratadas con suspensiones de bacterias lácticas y sus 
sobrenadantes. Las semillas fueron sumergidas durante 8 h en los diferentes tratamientos: células bacterianas (B) de CRL35, 
CRL1877 y CRL1879 y los respectivos sobrenadantes (S) del cultivo, y luego colocadas en cámaras húmedas. Letras diferentes 
indican diferencias estadísticamente significativas según el “test de Tuckey” (P < 0,05). La germinación (%) se expresa como 
la media ± E.E.

Medias con letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05).
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CRL1879, indujeron la germinación del 100 % de 
las semillas (F = 22,90; gl = 7; p-valor < 0,001). En 
cambio, en C. sinensis (F = 90,25; gl = 7; p-valor 
< 0,001) y P. trifoliata (F = 148,85; gl = 7; p-valor 
< 0,001), el mayor porcentaje de germinación se 
produjo en las semillas tratadas con el sobrenadante 
de CRL35, alcanzando un promedio de 90,33 % y 
100 %, respectivamente. Este último tratamiento 
también produjo el mayor porcentaje promedio 
de germinación en C. aurantium, pero sin mostrar 
diferencias significativas con los controles (MgCl2 
y LAPTg) (F = 147,85; gl = 7; p-valor < 0,001). 
Particularmente C. aurantium mostró una cierta 
recalcitrancia al tratamiento con las células y 
sobrenadantes de CRL1877 y CRL1879, ya que la 
germinación se vio severamente disminuida con 
respecto a los controles y CRL35. El tratamiento 
con el sobrenadante de CRL1877 fue el que más 
afectó a la germinación de este genotipo cítrico, 
produciendo una reducción superior al 80 % con 
respecto a los controles con MgCl2 y LAPTg 
(Tabla 1). Esto indicaría la sensibilidad de C. 
aurantium a algunos de los metabolitos excretados 
por el genotipo bacteriano CRL1877. 

Existen diferentes estudios que reportan un efecto 
benéfico de BL sobre la germinación de semillas 
de diferentes especies vegetales, aunque también 
se registraron situaciones en donde no produjeron 
efecto alguno e incluso efectos negativos sobre 
la germinación como los resultados obtenidos en 
este trabajo (Limanska et al., 2013). Por ejemplo, 
Siezen y van Hylckama Vileg (2011), determinaron 
diferencias en función del origen de la cepa de BL 
evaluada, las inoculaciones de diferentes cepas 
aisladas del mosto de vid provocaron un aumento 
en la germinación de semillas de tomate, pero sólo 
una de las cepas aisladas de productos lácteos 
tuvo el mismo efecto. Los resultados observados 
en la germinación de semillas de genotipos 
cítricos diferentes, asociado a distintos genotipos 
bacterianos, es llamativa y estaría indicando cierta 
especificidad entre el genotipo cítrico y genotipo 
bacteriano, lo que hace interesante la posibilidad 
de determinar a qué factor/es estaría asociado este 
comportamiento. 

Efecto de la inoculación de bacterias lácticas en 
la promoción del crecimiento del portainjerto 
cítrico Poncirus trifoliata 

En base a los resultados de germinación, se 
seleccionaron los genotipos bacterianos CRL35 y 
CRL1879, para evaluar si estas bacterias y/o sus 

sobrenadantes, podrían promover el crecimiento en 
el portainjerto cítrico P. trifoliata. Para este ensayo 
las semillas fueron tratadas con dos concentraciones 
de las suspensiones de bacterias (DO600 nm = 1 y 
0,1) y los correspondientes sobrenadantes, durante 
dos tiempos de tratamiento: 2 h y 8 h. En general, 
se puede observar en las Figuras 1 y 2, que los 
diferentes tratamientos indujeron el crecimiento 
de P. trifoliata, efecto observado tanto en la parte 
aérea como radicular. La prueba de hipótesis sobre 
la variable respuesta “longitud de tallo” evidenció 
que el tratamiento con la mayor concentración 
(DO600 nm = 1) y 2 h de inoculación, no arrojó 
diferencias significativas entre tratamientos y 
controles (F = 2,39; gl = 5; p-valor = 0,0611), 
contrario a lo ocurrido cuando los tratamientos se 
aplicaron durante 8 h  donde la prueba de hipótesis 
demostró que existían diferencias significativas 
entre algunas de las medias de los tratamientos (F 
= 9,03; gl = 5; p-valor  < 0,0001), en este último 
caso, los tratamientos con las células bacterianas 
(T1 y T2), produjeron las plantas de mayor altura, 
mientras que los controles con MgCl2 y LAPTg 
(T5 y T6), las de menor altura (Figura 1A). Los 
resultados en cuanto al “diámetro de tallo y raíz”, 
mostraron que las plantas tratadas presentaron 
valores promedios mayores que los controles. 
En todos los tratamientos, para los parámetros 
“diámetro de tallo y raíz”, la prueba de hipótesis 
demostró que existían diferencias significativas 
entre algunas de las medias de los tratamientos 
para los dos tiempos evaluados, 2 y 8 h (F = 
6,24; gl = 5; p-valor = 0,0004 y F = 5,20; gl = 5; 
p-valor = 0,0015, respectivamente) (Figura 1A). 
El tratamiento de solo 2 h, tanto con las bacterias 
como con los sobrenadantes, produjo plantas de 
menor diámetro promedio de tallo y raíz que las 
tratadas durante 8 h, y solo mostraron diferencias 
significativas con el control de MgCl2 (F = 4,42; 
gl = 5; p-valor = 0,0039; F = 7,91; gl = 5; p-valor 
= 0,0001, respectivamente). 

La Figura 1B muestra los resultados obtenidos 
con el inóculo de una concentración 10 veces 
menor (DO600 nm = 0,1) en donde se observó 
un comportamiento similar a lo descripto 
anteriormente para una DO600 nm = 1, es decir 
que los tratamientos con las células bacterianas 
y sobrenadantes mostraron los mayores valores 
promedio de longitud de tallo y diámetro de tallo/
raiz que los controles, y para ambos tiempos de 
tratamiento. En la Figura 1B se observa que el 
tiempo de 2 h no arrojó diferencias significativas 
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entre tratamientos en el parámetro “longitud 
de tallo” (F = 2,39; gl = 5; p- valor = 0,0611), 
mientras que con 8 h todos los tratamientos 
mostraron diferencias significativas entre sí y 
con los controles (F = 15,20; gl = 5; p < 0,001). 
Particularmente en este ensayo se observó un 
efecto muy marcado en el tratamiento con el 

sobrenadante de CRL35 (T3), el cual produjo el 
mayor valor de longitud de tallo diferenciándose 
significativamente del resto de los tratamientos. 
Este tratamiento también arrojó los mayores 
valores de diámetro de tallo y raíz primaria. El 
sistema radicular fue notablemente beneficiado, 
observándose un mayor desarrollo radicular que en 

Figura 1. Efecto bacterias ácido lácticas en el crecimiento de plantines de Poncirus trifoliata. Longitud del 
tallo y diámetro de la base del tallo (barras negras) y la raíz principal (barras blancas). Las semillas fueron 
inoculadas con dos concentraciones bacterianas o el sobrenadante del cultivo: A. equivalente a una densidad 
óptica de 1 (DO600nm = 1); y B. a una densidad óptica de 0,1 (DO600nm = 0,1). En ambos casos las semillas 
fueron sumergidas en los tratamientos durante 2 y 8 h. Tratamientos: T1 y T2: células bacterianas de CRL35 
y CRL1879; T3 y T4: sobrenadantes del cultivo de CRL35 y CRL1879; T5: 10 mM de MgCl2; T6: LAPTg. 
Medias con letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05).
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los plantines correspondientes a los tratamientos 
controles con MgCl2 (T5) y el caldo LAPTg (T6). 
Ambas bacterias y los sobrenadantes, tuvieron 
efecto promotor tanto sobre la longitud de la 
raíz principal y secundaria más larga, como en el 
número de raíces secundarias (Figuras 2 y 3). La 
longitud de la raíz primaria fue más afectada por 
el tiempo de inoculación que por la concentración 
de los tratamientos. Aunque en todos los casos, 
los tratamientos con las bacterias y sobrenadantes 
produjeron raíces primarias más largas que los 
controles, las diferencias no fueron significativas 
en todos ellos. Al analizar la variable longitud de la 
raíz primaria se determinó que en los tratamientos 
de 2 h y a ambas concentraciones no presentaron 
diferencias significativas entre las medias (F 
= 2,01; gl = 5; p-valor = 0,1053), Figuras 2A y 
C. Por el contrario, con 8 h de inoculación, los 
tratamientos con la bacteria CRL1879 (DO600 nm 
= 1) y con el sobrenadante de CRL35 (DO600 nm 

= 0,1), indujeron una mayor longitud de la raíz 
primaria significativamente superior al resto de 
los tratamientos y controles (Figura 2B y D), (F = 
6,78; gl = 5; p-valor = 0,0002 y F = 3,89; gl = 5; 
p-valor = 0,0008, respectivamente). 

Al igual que en la raíz primaria, la media de la 
longitud de raíz secundaria más larga, en todos los 
tratamientos resultó mayor que en los controles. 
Sin embargo, a excepción de la inoculación 
con la bacteria CRL35 (DO600 nm = 1 y 8 h), el 
cual fue el único tratamiento que se diferenció 
significativamente de ambos controles (F = 3,25; gl 
= 5; p-valor = 0,0183), el resto de los tratamientos 
no mostraron diferencias significativas entre sí ni 
con los controles (Figura 2B).

El número de raíces secundarias también fue 
afectado por los tratamientos. En este parámetro 
se observó un efecto del tiempo de aplicación. 
La prueba de hipótesis sobre el efecto fijo de los 
tratamientos demostró que existían diferencias 

Figura 2. Efecto de bacterias ácido lácticas en la raíz de plantines de Poncirus trifoliata. Longitud de la raíz 
principal (barras negras) y de la raíz secundaria más larga (barras blancas). Las semillas fueron sumergidas 
durante 2 h y 8 h en suspensiones de células bacterianas y el sobrenadante correspondiente a dos concentraciones: 
A y B. equivalente a una densidad óptica de 1 (DO600nm = 1); C y D. a una densidad óptica de 0,1 (DO600nm = 0,1).  
Tratamientos:  T1 y T2: células bacterianas de CRL35 y CRL1879; T3 y T4: sobrenadantes del cultivo de CRL35 
y CRL1879; T5: 10 mM de MgCl2; T6: LAPTg. Medias con letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas (p < 0,05).
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significativas entre algunas de las medias de los 
tratamientos (F = 4,86; numDF = 15; denDF = 168; 
p-valor < 0,0001). Los resultados de la comparación 
de medias de los tratamientos según la prueba DGC 
(o prueba de comparaciones múltiples, software 
Infostat) se muestran en la Figura 3.  A diferencia 
de los tratamientos aplicados durante 2 h, los de 8 
h mostraron diferencias significativas con ambos 
controles, sin embargo, en los que se utilizó la 
mayor concentración (DO600 nm = 1), desarrollaron 
menor número de raíces secundarias que a la 
DO600 nm = 0,1.  En el menor tiempo de inoculación 
(2 h), se observaron menores diferencias entre 
tratamientos y controles, en especial con el 

control del medio de cultivo (T6), a ambas 
concentraciones.  Los tratamientos con la bacteria 
CRL1879 (T2) y el sobrenadante de CRL35 (T3) 
a la menor concentración, presentaron el mayor 
número de raíces secundarias, significativamente 
superior a la de ambos controles. En la Figura 4 se 
muestran detalles de los plantines producidos con 
los distintos tratamientos  con una  DO600 nm = 1 
aplicados durante 8 h. 

Los resultados obtenidos determinaron que los 
tratamientos, tanto con las células bacterianas 
como con sus sobrenadantes, tienen efectos 
promotores del crecimiento de plantines de P. 
trifloliata. La actividad promotora del crecimiento 
de genotipos de BL ha sido poco estudiada. 
Sin embargo, algunos trabajos demostraron la 
capacidad de estas bacterias para promover el 
crecimiento tanto de la parte aérea como radicular. 
Diferentes autores han demostrado que algunas 
especies de BL incrementan el crecimiento y 
rendimiento en diferentes cultivos, mejorando 
la germinación, el contenido de clorofila y de 
aminoácidos en las plantas (Strafella et al., 2021). 
Díaz y Montero (2011) y Abdel-Aziz et al. (2014), 
indicaron que en los semilleros de tomate aumentó 
el vigor y el crecimiento del tallo y raíces, desde la 
germinación hasta la emergencia de las plántulas. 
Resultados similares a lo obtenido en este trabajo, 
lo describe Padilla et al. (2012), quienes utilizaron 
el remojo de semillas de Moringa oleifera con 
una suspensión de bacterias lácticas para acelerar 

Figura 3. Número de raíces secundarias en plantines 
de Poncirus trifoliata tratadas con bacterias lácticas. 
Tratamientos:  T1 y T2: células bacterianas de CRL35 y 
CRL1879; T3 y T4: sobrenadantes del cultivo de CRL35 y 
CRL1879; T5: 10 mM de MgCl2; T6: LAPTg. El número de 
raíces es expresado como la media ± EE. Medias con letras 
diferentes indican diferencias estadísticamente significativas 
(p < 0,05).

Figura 4. Aspecto de los plantines de Poncirus trifoliata desarrollados a partir de semillas tratadas con las bacterias CRL35 
(T1) y CRL1879 (T2) y sus sobrenadantes (T3 y T4, respectivamente), correspondientes al tratamiento DO600nm = 1 y 8 h. 
Controles: MgCl2 (T5) y LAPTg (T6). 
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la germinación y con ello, su crecimiento aéreo 
como radicular, destacando en particular un mayor 
efecto en el desarrollo radicular. 

El efecto positivo de las BL sobre el crecimiento 
vegetal, puede responder a múltiples factores, 
así por ejemplo en forma directa sobre la 
planta mediante la producción de compuestos 
inductores del crecimiento y/o activación de 
rutas metabólicas vegetales específicas (como 
síntesis de fitohormonas), y en forma indirecta 
mejorando la disponibilidad de nutrientes en 
el sustrato. Las BL participan activamente en 
la descomposición de materia orgánica y son 
utilizadas en los compost (Partanen et al., 2010) 
y en silaje (Tobías-Rivero y Vargas-Gonzáles, 
2000). En diferentes cultivos se ha determinado 
que el uso de compost inoculados con BL produjo 
mayores rendimientos e incrementos de la toma 
de nutrientes, tales como en trigo (Hu y Qi, 2010), 
soja (Tran et al., 2019), poroto mung (Javaid y 
Bajwa, 2011), arroz (Javaid, 2010) y algodón 
(Khaliq et al., 2006). Se ha determinado que las 
BL incrementan la solubilización de fosfatos y 
sales insolubles de K, debido principalmente a la 
capacidad para producir ácidos orgánicos, como 
el ácido láctico que favorece específicamente la 
disponibilidad de K. 

Además, las BL tienen la capacidad de inhibir 
el crecimiento de fitopatógenos bacterianos y 
fúngicos debido a la producción de diferentes 
componentes tales como peróxido de hidrógeno,  
péptidos antimicrobianos o ácidos orgánicos 
que modifican el pH y con esto el ambiente para 
el crecimiento de fitopatógenos (Ghosh et al., 
2015), lo que indirectamente también contribuye 
a mejorar el crecimiento vegetal.

Uno de los requisitos de las PGPR es su habilidad 
para colonizar los tejidos vegetales. Se ha 
demostrado que diferentes genotipos de BL tienen 
la habilidad de colonizar la rizósfera, la superficie 
radicular y también los espacios intercelulares 
de las plantas (Glick, 2015). Jaini et al. (2022) 
aislaron dos genotipos endofíticos de BL de 
semillas de papaya, Weissella cibaria PPKSD19 y 
Lactococcus lactis subsp. lactis PPSSD39. Estos 
autores determinaron que ambos aislados eran 
capaces de producir ácido indol acético (AIA), 
sideróforos, amonio y de solubilizar fosfatos. 
También, Lee et al. (2015) determinaron que 
la capacidad de un aislamiento de Enterococus 
faecium para inducir el crecimiento en arroz, 
estaba asociada a la producción de ácido indol 

acético (AIA) y también giberelina. 
En la gran mayoría de las investigaciones 

sobre promoción del crecimiento vegetal con 
BL publicadas hasta el momento, involucran 
el uso directo de la célula bacteriana, y para 
nuestro conocimiento, no existen investigaciones 
realizadas con los sobrenadantes. Fue de nuestro 
interés evaluar los sobrenadantes, para conocer 
si era necesaria la presencia de la bacteria o estas 
secretaban metabolitos bioactivos diferentes o de 
igual eficiencia que las células, abriendo con esto 
la posibilidad de aprovechar los sobrenadantes, 
en forma independientes de las células. Las BL 
secretan al medio de cultivo una gran variedad de 
compuestos, como las bacteriocinas y diferentes 
ácidos orgánicos entre los que predomina el 
ácido láctico y propiónico. Aunque determinar la 
molécula bioactiva presente en el extracto no era 
objetivo de este trabajo, existen reportes en otros 
genotipos PGPR como Pseudomonas y Bacilus, 
que algunos ácidos orgánicos producidos por 
estas bacterias, actuaron como promotores del 
crecimiento (Archana et al., 2012; Pellegrini et 
al., 2020). De acuerdo a esto resulta interesante 
determinar a cuál o cuáles moléculas de los 
sobrenadantes de CRL35 o CRL1879 se debe 
la actividad inductora de la germinación y/o 
crecimiento vegetal.  

Si bien el uso de las BL como PGPR no es 
común, cada vez más son las investigaciones que 
refuerzan la hipótesis que las mismas pueden 
considerarse como PGPR, lo que sumado a que 
muchos genotipos son además probióticos de 
humanos y animales, abre muchas posibilidades 
para el uso de las BL en una agricultura de doble 
beneficio: para las plantas y también para los 
consumidores.

Conclusiones 

En este trabajo se evaluaron tres cepas de bacterias 
lácticas (BL) aisladas de quesos artesanales de 
la provincia de Tucumán correspondientes a 
los géneros E. mundtii y E. faecium, las cuales 
mostraron actividad promotora de la germinación 
y crecimiento en cítricos. La inoculación de las 
cepas lácticas CRL35, CRL1877 y CRL1879 y 
sus sobrenadantes, tuvo un efecto diferencial en la 
germinación de semillas de cítricos, dependiendo 
del genotipo cítrico y de la cepa bacteriana. 
Citrus limon mostró el mejor comportamiento 
con las tres cepas, mientras que C. aurantium 
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mostró alta sensibilidad a CRL1877. Esto podría 
indicar la existencia de alguna interacción 
especifica entre cepa y genotipo cítrico. El 
tratamiento de semillas del portainjerto Poncirus 
trifoliata con células de CRL35 y CRL1879 y sus 
respectivos sobrenadantes, indujo el desarrollo de 
plantines de mayor altura y desarrollo radicular, 
efectos relacionados con una capacidad para 
promover el crecimiento vegetal. Según nuestros 
conocimientos, los resultados presentados en 
este trabajo constituyen la primera vez en que los 
genotipos lácticos evaluados fueron utilizados 
para inducir la germinación y el crecimiento 
vegetal, lo que sumado además al hecho de que 
los genomas de CRL35 y CRL1879 se encuentran 
secuenciados, resulta interesante profundizar su 
estudio para evaluar potenciales aplicaciones en 
producción vegetal.
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