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Introduccion

La tendencia hacia cambios en los regimenes hidricos,
alteraciones en la estabilidad y composicién de los
suelos y, en general, el cambio climatico han generado
efectos importantes en la productividad de los
sistemas agricolas, lo que ha requerido un aumento
en el uso de agroquimicos de sintesis para lograr las
metas y los estandares de produccién (Tilman et al.,
2002). De esta manera, pareciera que la premisa en
el sector agricola es producir mas para satisfacer la
demanda, sin importar las consecuencias del método
que se emplee.

La mayoria de los métodos disponibles para el manejo
y control de los cultivos se basa en el mejoramiento
de las propiedades fisicoquimicas del suelo, dejando
los factores bioldgicos como un tema de menor
importancia (Food and Agriculture Organization
of the United Nations [Fao], 2002). Sin embargo, el
conocimiento de los factores bioldgicos del suelo se
ha desarrollado por siglos, desde Teofrasto (372-
287 a.C.), quien enuncié la importancia de mezclar
diferentes suelos para mejorar su riqueza, hasta la
actualidad, cuando se conoce el uso de bioinsumos
como una alternativa para una agricultura sostenible
(Prasad et al., 2019). Sin embargo, los principios de
la biologia del suelo relacionada con la promocién
del crecimiento de la planta solo se conocen desde
un siglo atrds, cuando Hellriegel y Wilfarth iniciaron
investigaciones sobre la fijacidn bioldgica de nitrégeno
(N) atmosférico, y cuando Lorentz Hiltner, en 1904,
descubrié que la capa de suelo inmediatamente
aledana a las raices de las plantas es mas rica
biolégicamente que el suelo que no tiene influencia
radicular (Bhattacharyya & Jha, 2012).

En 1978, Kloepper y Schroth, de la Universidad de
Berkeley, denominaron PGPR (plant growth promoting
rhizobacteria) a las bacterias que se encuentran
adyacentes a las raices de las plantas y generan
efectos positivos en su crecimiento, y se enfocaron
principalmente en los mecanismos indirectos de

promocion del crecimiento vegetal (Kloepper et al.,
1980; Kloepper & Schroth, 1978). De forma paralela
pero independiente, el estudio de las bacterias que
mejoraban el crecimiento vegetal por medio de
mecanismos directos salio a la luz por investigaciones
realizadas por Dobereiner y Day (1976) y Bashan et al.
(1989), siendo estos ultimos los encargados de estudiar
los microorganismos benéficos de vida libre con
efectos de promocion del crecimiento vegetal, a los que
posteriormente Bashan y Holguin denominaron PGPB
(plant growth promoting bacteria). Esta denominacion no
esta relacionada solo con la rizésfera, sino que agrupa
bacterias benéficas para el crecimiento de las plantas
aisladas de diversas fuentes. A su vez, estos autores
propusieron clasificar estos microorganismos en PGPB,
para aquellos que actian por mecanismos directos de
promocion, y biocontrol-pGPB, para aquellos que actuan
por mecanismos indirectos (Bashan & Holguin, 1998).
Otros términos, como YIB (yield increasing bacteria) y
EPR (emergence-promoting rhizobacteria), también se
encuentran en la literatura, pero han tenido menor
aceptacion (Ramirez y Kloepper, 2012).

Los mecanismos de promocidn de crecimiento que
estos microorganismos empleanincluyen la sintesis de
fitohormonas (Egamberdieva et al., 2017); el aumento
en la disponibilidad de nutrientes como nitrégeno (N),
fésforo (P)y potasio (K), entre otros (Mendesetal., 2013);
la supresidén de fitopatégenos como protozoos, virus,
nematodos, bacterias y hongos, debido a la produccién
de compuestos antibidticos (Raaijmakers et al., 2009);
la competencia por espacio y alimento, predacion y
parasitismo (Moreno Reséndez et al., 2018); ayuda
para superar el estrés abiético debido a exceso de sal
en los sustratos, sequia y altas o bajas temperaturas
(Viscardi et al., 2016), y la activacidn de las respuestas
de defensa en las plantas (Pertot et al., 2013). Estos
mecanismos estdan muy bien documentados para
proteobacterias y firmicutes, especialmente de los
géneros Azospirillum, Pseudomonas y Bacillus (Bashan
& de-Bashan, 2010; Tiwari et al., 2019).
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Una caracteristica importante de
las PGPB, ademds de la promocion
del crecimiento, es su habilidad
para colonizar la rizdsfera de la
planta y mantener una relacion
estable con la superficie de las
raices (Bais et al., 2004).

El proceso de colonizaciéon requiere de diferentes pasos:
reconocimiento, adherencia, colonizacién y crecimiento de la
poblacion. Cada uno de ellos se ve favorecido por diversas
capacidades de produccion de metabolitos de estas PGPB. Entre
estas capacidades, se destaca la produccién de biopeliculas
(Bais et al., 2004) de exopolisacaridos (EPs) (Branda et al.,
2006), de enzimas (Hassan et al., 2019) o de lipopéptidos
(Beauregard, 2015).

A continuacidn, en la Figura 3.1, se presentan, de forma detallada,
los diferentes mecanismos de promocién de crecimiento vegetal,
agrupados como directos e indirectos; ademas, se presentan las
capacidades microbianas que favorecen la colonizacién de las
raices para que esta promocidn se haga efectiva.

Raices de tomate variedad Chonto Santa Cruz inoculadas con B. subtilis EA-CB0575, bacteria promotora de crecimiento vegetal, los 5 dias
post inoculacién. Técnica: CARD-FISH con la sonda HRP-Bs575 (Bsub-ss-0463-aA-22a ) marcada con Atto 488-NHS-tiramida (Emision verde).

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe
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Figura 3.1. Mecanismos directos e indirectos de promocién del crecimiento vegetal y capacidades

de las PGPB para facilitar la activacién de estos mecanismos en la planta.
Fuente: Elaboracién propia
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Mecanismos de promocion
de crecimiento vegetal

Son diversos los mecanismos que pueden estar
implicados en las interacciones entre planta y PGPB.
Se considera que la comprensiéon de las formas de
accion de las pePB puede ayudar a seleccionar de
forma eficiente los microorganismos promisorios
para el desarrollo de productos para la agricultura
(Bhattacharyya & Jha, 2012; Ramirez & Kloepper, 2012).
Estos mecanismos se clasifican endos grandes grupos:
los directos, relacionados con la nutricion vegetal y la
biofertilizacién de las plantas al ser inoculadas con los
microorganismos PGPB, y los indirectos, relacionados
con el control de patégenos que pueden afectar las
plantas (Bashan & Holguin, 1998).

Mecanismos directos
de promocion del
crecimiento vegetal
por PGPB

Solubilizacién o fijacién
de nutrientes

Algunas bacterias promotoras de crecimiento solubilizan
o mineralizan el P del suelo, ya sea organico o inorganico
(Shrivastava et al., 2018), solubilizan el K (Gupta et al., 2015)
o fijan el N atmosférico (Glick, 2012). Estos son mecanismos
de promocién por solubilizacién-mineralizacion o fijacién
de nutrientes, y hacen disponibles nutrientes que no son
asimilables o de facil absorcién para las plantas, por lo que
mejoran su nutricion.

Solubilizacién de fésforo

Los bajos niveles de P en los suelos pueden limitar el
crecimiento de las plantas. Los suelos contienen diferentes
formas de P, pero, en sumayoria, no son disponibles para las
plantas, las cuales solo pueden absorberlo en sus formas
monobasica (H,PO,) o dibdsica (HPO,*) (Vessey, 2003).
Algunos microorganismos promotores de crecimiento
mineralizan o solubilizan el P del suelo convirtiéndolo a las
formas asimilables, ya sea por produccién de enzimas, como
las fitasas, fosfomonoesterasa no especificas, fosfatonasas
o C-P liasas, en caso de P organico; por produccién de
acidos orgdnicos, como acido glucénico, oxalico, maldnico,
succinico, citrico y propionico, iones hidroxilo, CO,,
siderdéforos y protones (Rodriguez et al., 2006; Sharma
et al, 2013), o por extrusion de protones (Lugtenberg &
Kamilova, 2009), en caso de P inorganico. Diversos géneros
bacterianos, entre los que se encuentran Azospirillum
spp., Azotobacter spp., Bacillus spp., Burkholderia spp.,
Enterobacter spp., Erwinia spp., Herbaspirillum spp.,
Flavobacterium spp., Microbacterium spp., Serratia spp.,
Pseudomonas spp. y Rhizobium spp., entre otros, han sido
reportados como solubilizadores de fosfatos (Antoun &
Prévost, 2006; Romero-Perdomo et al., 2021).

Se reporta la produccién de Aacidos organicos como
el principal mecanismo de solubilizacion del fosfato
inorganico. Los acidos organicos producidos por bacterias
solubilizadoras de P tienen una accién directa en la
acidificacidon del medio, la quelacién, la precipitacion y
las reacciones de oxidacion-reduccién en la rizésfera
(Kucey, 1988). Algunos 4&cidos producidos por estos
microorganismos se presentan en la tabla 3.1, entre los
cuales el glucénico ha sido considerado como el acido
clave para la solubilizacion de fosfato (Rashid et al., 2004).
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® Tabla 3.1. Produccién de dcidos orginicos por bacterias

solubilizadoras de fosfato

Fuente: Elaboracién propia con base en Santos Torres (2020)

Acido Acético

Ruta biosintética: Oxidacién incompleta de
azucares (fermentacién acética)

Bacteria: Acetobacter aceti, Gluconobacter

oxydans y Pseudomonas fluorescens.

Referencia: Singh y Amberger (1998)

n Acido Oxalico
Ruta biosintética: Acidos tricarboxilicos
Bacteria: Pseudomonas fluorescens

Referencia: Singh y Amberger (1998)

B Acido Succinico
Ruta biosintética: Ciclo del glioxilato y
acidos tricarboxilicos
Bacteria: Pseudomonas putida y Pseudomonas
fluorescens

Referencia: Liu et al. (1992)

n Acido Mailico
Ruta biosintética: Acidos tricarboxilicos
Bacteria: Bacillus megaterium

Referencia: Singh y Amberger (1997)

H Acido Propiénico
Ruta biosintética: Acidos tricarboxilicos
Bacteria: Bacillus megaterium

Referencia: Chen et al. (2006)

Acido 2-cetoglucénico

Ruta biosintética: Oxidacién directa de la glucosa
Bacteria: Rhbizobium leguminosarum,

Rhizobium meliloti y Bacillus firmus

Referencia: Halder et al. (1990)

Acido Glucénico

Ruta biosintética: Oxidacién directa de la glucosa
Bacteria: Erwinia herbicola, Pseudomonas cepacia

y Burkbolderia cepacia

Referencia: Illmer y Schinner (1992), Liu et al.
(1992) y Goldstein et al. (1993)

Marra et al. (2015).

Acido Milico, 2-cetogluconico,
succinico/lictico

Ruta biosintética: Oxidacién directa de la glucosa
Bacteria: Rhizobium tropici

Referencia: Marra et al. (2015)

Acido Férmico
Bacteria: Burkholderia cepacia
Referencia: Li et al. (2010)

m Acido Glucénico

Ruta biosintética: Oxidacion directa

de la glucosa (quinoproteina glucosa
deshidrogenasa); oxidacién directa de la glucosa
(1-deshidrogenasa-pirroloquinolina quinona)
Bacteria: Rhbizobium sp. y Herbaspirillum sp.
Referencia: Santos-Torres et al. (2021)
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La accidn de los acidos orgdanicos en la solubilizacién cuando se previene la fijacion de fosfatos solubles
de minerales puede atribuirse a que disminuyen el pH anadidos al suelo como fertilizantes (Paredes-Mendoza
y a que forman complejos estables con Ca*?, Mg*?, Fe*3 & Espinosa-Victoria, 2010).

y Al (Figura 3.2). Estas reacciones similares ocurren

® Figura 3.2. Mecanismos inorganicos y orgdnicos de solubilizacién de fosfatos por

microorganismos.
Acido+ Ca,+H,PO, ] Acido+ Ca +H,PO,
Quelacién © o Acidificacién
Ca3+H3P Ca,PO, EPS-Ca*+ H,PO,
Excrecion de Produccion Produccion
ion H* de acido de EPS

( | J
)

Sideréforo-Fe+
H,PO,

Microorganismos
solubilizadores

Produccion de
sideroforos

Fe-PO,

Enzimas
fosfomonoesterasas/fitasas

( )

(R-H,PO,) (R-OH) + H_PO,
Organofosforados Alcohol

Nota: R: Compuesto quimico unido al grupo funcional generado en la reaccidn; eps: exopolisacdridos.
Fuente: Elaboracién propia con base en Prabhu et al. (2019)
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Microorganismos presentes en las raices de banano (Musa AAA var. Williams). Técnica: CARD-FISH con la sonda HRP-Bs575 (Bsub-

ss-0463-aA-22a ) marcada con la tiramida de CF 555-SE (Emisién roja).

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe

La produccién de acidos inorgdnicos como el acido
sulfurico, el acido nitrico y los Aacidos carbodnicos
también ha sido reportada como un mecanismo de
solubilizacién de fosfatos (Rodriguez et al., 2006). Estos
acidos reaccionan con compuestos de fosfato insolubles
y los convierten en formas solubles, aunque se ha
descrito que la efectividad de los acidos inorganicos en
la liberacion de ortofosfato parece ser menor que la de
los acidos organicos (Vazquez et al., 2000). También se
ha reportado que la solubilizaciéon de fosfatos ocurre
incluso sin producciéon de acido, caso en el cual la
acidificacion del medio ocurre debido a la excrecion
de H* que se presenta, asi, como un mecanismo
alternativo de solubilizacién de fosfato inorganico. La
excreciéon de H* se origina por la asimilacién del NH *,
la produccion de H,CO, en la respiracion y la extrusion
de aniones de acidos organicos (Prabhu et al., 2019).
La producciéon de EPs tiene un efecto indirecto en la
solubilizacion de P. Estos EPS son producidos en gran
parte por los microorganismos en respuesta al estrés
ambiental. Los estudios sobre EPS microbianos han
revelado su capacidad para unirse a metales en el
suelo, por lo que pueden influir en la solubilidad de
los fosfatos metalicos en el suelo (Ochoa-Loza et al,,
2001). Asimismo, a la produccion de sideréforos se le

ha atribuido su influencia indirecta en la solubilizacién
de fosfatos de hierro en el suelo, ya que los sideroéforos
son sustancias secretadas por los microorganismos
que muestran afinidad por la quelacién del Fe.

En cuanto a la mineralizacién de fosfatos orgdnicos en
los suelos, como los presentes en los acidos nucléicos,
fosfolipidos, fosfonatos, acido fitico, polifosfonatos y
fosfatos de azucar, se ha reportado su dependencia de
enzimas microbianas como las fosfomonoesterasas
o la fosfohidrolasa, las fitasas, la fosfonatasa y las
C-P liasas. Las fosfomonoesterasas desfosforilan
los enlaces fosfoéster o fosfoanhidrido de la materia
orgdnica liberando iones fosfato. En funcion de
su pH optimo, se dividen en fosfomonoesterasas
acidas o alcalinas, que pueden ser producidas por
los microorganismos solubilizadores de fosfato
dependiendo de las condiciones externas (Kim et al.,
1998). Las enzimas fitasas hidrolizan compuestos
de 4cido fitico o mioinositol fosfato liberando el P
(Estrada-Bonilla et al., 2021). La fosfonatasa y la C-P
liasa hidrolizan los enlaces éster de los fosfonatos
(ej., fosfoenol piruvato, fosfonoacetato) y convierten a
estos ultimos en hidrocarburos e iones fosfato para su
asimilacion (Prabhu et al., 2019).
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Solubilizacién de potasio

Aunque el K estd presente en el suelo como un
elemento abundante o se aplica en los campos como
fertilizante natural o sintético, solo el 1 o 2% de
este esta disponible para las plantas, pues el resto
estd unido a otros minerales vy, por lo tanto, no esta
disponible. Los componentes del K en el suelo mas
comunes (90-98 %) son el feldespato y la mica (McAfee,
2008). Ciertos microorganismos (hongos y bacterias)
son capaces de disolver el K insoluble y ponerlo a
disposicion de las plantas; estas poblaciones de
microorganismos solubilizadores de K estan presentes
en el suelo rizosférico y promueven el crecimiento de
las plantas (Meena et al., 2014). Se conoce una amplia
gama de microorganismos solubilizadores de K que
lo liberan y lo disponibilizan para la planta a partir de
minerales que contienen este elemento en el suelo;
los principales reportados son Bacillus mucilaginosus,
Bacillus edaphicus, Bacillus circulans, Paenibacillus
spp., Acidithiobacillus ferrooxidans, Pseudomonas
spp., Burkholderia spp. (Basak & Biswas, 2012; Lian
et al.,, 2002; Liu et al., 2012; Rajawat et al., 2011;
Sheng et al., 2008; Singh et al., 2010), Arthrobacter sp.
(Zarjani et al., 2013), Enterobacter hormaechei (KSB-8)
(Prajapati et al., 2013) y Paenibacillus mucilaginosus

(Liu et al., 2012). En general, se ha aceptado que el
mecanismo principal de la solubilizacién de K mineral
es la accion de acidos orgdnicos sintetizados por
estos microbios (Meena et al., 2014). Estos acidos
estdn acompanados por reacciones de intercambio de
aciddlisis y complexélisis, procesos clave atribuidos
a su conversion en forma soluble (Uroz et al., 2009).
Los mecanismos relacionados con la solubilizacién
de K son una disminucién en el pH o la mejora en la
guelacidn de los cationes unidos al K; ademas, también
se puede presentar aciddlisis del area circundante
de los microorganismos (Meena et al, 2014). De
los diferentes acidos organicos involucrados en la
solubilizacion de K insoluble, los &acidos succinico,
citrico, glucénico, a-cetoglucdnico y oxalico son los
mas prominentes liberados por las cepas microbianas
(Archana et al., 2012; Zhang et al., 2013).

Fijacién de nitrégeno atmosférico

Este proceso es el primer paso en el ciclo del N
desde la atmdsfera hasta la bidsfera, y es clave en la
nutricién vegetal (Barea et al., 2005). Es un mecanismo
de biofertilizacién, ya que por medio de este el N del
aire, que se encuentra en una proporcién aproximada
del 78%, es fijado por las bacterias y puede ser

Evaluacién de la colonizacién rizosférica de B. subtilis EA-CBO575 en las raices de tomate Chonto-Santa Cruz por medio de Scanning Electron

Microscopy (SEM). A la izquierda imagen de microscopia de una parte de raiz secundaria de la planta. A la derecha, zoom de fotograffa de la

izquierda donde se pueden observar con mayor detalle los microrganismos en la raiz.

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe
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asimilado por las plantas para su nutricion (Ladha
& Reddy, 2003). Los procariotas son los unicos
organismos que producen la enzima nitrogenasa,
la cual cataliza la reducciéon del N, atmosférico
a amoniaco (Hoffman et al.,, 2014). Actualmente,
este mecanismo suma alrededor del 65% del
suplemento de N en los cultivos en el mundo, debido
principalmente a las leguminosas. Este proceso es
realizado por géneros bacterianos con la capacidad
de formar nédulos (simbiéticos) en la raiz, tales como
Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, entre
otros, o por fijadores asimbidticos, como Bacillus,
Pseudomonas, Aeromonas, Serratia y Azospirillum
(Bashan & de-Bashan, 2010). Este proceso es
molecular y genéticamente complejo, debido a que
existen dos componentes sensibles al oxigeno que
regulan la nitrogenasa; uno de ellos, el componente
I, se compone de 2 subunidades de B-proteinas, 2
subunidades de a-proteinas, 24 moléculas de Fe,
2 moléculas de molibdeno y un cofactor de Fe y
molibdeno, llamado FeMoCo. El componente Il, por su
parte, estd conformado por 2 unidades de proteinas
a asociadas a Fe; ademds, en este componente |l
se requiere de un complejo de magnesio y energia
en forma de ATP para que la nitrogenasa actle
reduciendo el N, hasta NH,, tal como lo presenta la
ecuacion (1).

N,+8H"+8e+16MgATP—2NH +H,1
+16MgADP+16Pi (1).

El proceso de fijacion de N puede ser monitoreado
debido a que, ademas de la reduccién ya enunciada, la
nitrogenasa reduce acetileno a etileno, y la deteccién
de este ultimo gas implica la presencia y accion de la
enzima (Glick et al., 2010). Las bacterias fijadoras de
N, simbidticas fijan el N dentro de los nédulos. A estos
microorganismos no se los considera PGPR, pues no
son bacterias de vida libre, pero si se consideran parte
de las PGPB, debido a su actividad benéfica en la planta.
Los nddulos se forman como respuesta a un proceso
de senalizacion iniciado cuando la planta secreta
flavonoides que inducen la expresién de los genes nod y
la produccion de los factores Nod. A su vez, las bacterias
secretan moléculas de lipoquitooligosacaridos (Lco) que
dan senales a la planta para desencadenar la divisién

Cultivo puro de B. subtilis EA-CB0575, una bacteria promotora

de crecimiento vegetal, observado por la técnica de CARD-FISH
y haciendo uso de la sonda HRP-Bs575 (Bsub-ss-0463-aA-22a)
marcada con Atto 488-NHS-tiramida (Emisién verde).

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe
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mitética en las raices, penetrar en la corteza, formar los nédulos, reproducirse
y producir el complejo de la nitrogenasa, que actia a bajas concentraciones
de oxigeno. Este es un proceso simbiético, pues las bacterias entregan N
atmosférico a la planta en formas asimilables y la planta brinda a la bacteria
diversas fuentes de nutrientes (Hayat et al., 2010).

Sobre la genética de la fijacidn bioldgica de N, se conoce que los genes nify
fix estan directamente implicados en el proceso, y han sido caracterizados
de forma detallada para bacterias tanto simbidticas como asimbidticas
(Bashan & de-Bashan, 2010; Merrick, 2005). Con base en estas
investigaciones, se han realizado inserciones de los genes nif a diferentes
especies de plantas, con el fin de mejorar la fijaciéon de N y la nutricién
vegetal. Los genes que deben transferirse para tal fin incluyen nifH, nifD
y nifK, los cuales codifican tres polipéptidos de la enzima nitrogenasa, y
los genes nifB, nifN y nifE, ademas de nifV, nifM, nifS y nifU, envueltos en la
sintesis del cofactor de Fe-molibdeno y de la proteina de Fe activa (Ladha
& Reddy, 2003).

Produccién de hormonas y reguladores
del crecimiento

La produccién de hormonas de crecimiento vegetal es el mecanismo de
promocién del crecimiento mas estudiado. Las bacterias que se encuentran
en la rizésfera pueden intervenir en el crecimiento vegetal por la produccién
de hormonas, tipo fitohormonas, como auxinas, giberelinas, citoquininas, acido
abscisico (ABa), etileno y jasmonatos (Ja) (Backer et al., 2018).

Produccién de auxinas

La hormona vegetal mas estudiada es el acido indolacético (ala), el cual
se ha reportado como un inductor del crecimiento vegetal que facilita la
iniciacién de raices, la division celular y la elongacidn (Kang et al., 2019).
Esta hormona pertenece al grupo de las auxinas, las cuales ayudan a
la proliferacién, elongacién y establecimiento de raices cuando tienen
contacto con la planta. Especificamente para el caso del AlA, se conoce
que se asocia también con algunas patologias, como infecciones por
Agrobacterium tumefaciens y diferentes patovares de Pseudomonas
syringae, induciendo la formacion de protuberancias en las plantas. El
AlA es un compuesto de la familia de los indoles que, al estimular la raiz,
mejora el anclaje de la planta en el suelo, la captacién de nutrientes y
la capacidad de supervivencia por parte de esta (Patten & Glick, 2002).
Los efectos que se generan a nivel vegetal por este indol dependen de su
concentracion: a bajas concentraciones, puede estimular el crecimiento,
pero a altas, puede ser inhibitorio (Ahmad et al., 2005). Se ha encontrado,
ademads, que las auxinas ayudan a disminuir el nivel de etileno en las
plantas por el ciclo propuesto por Glick et al. (1998).
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En bacterias, el ALA puede
ser biosintetizado mediante
dos vias: una dependiente
y una independiente del
L-triptifano (Patten &
Glick, 1996); sin embargo,
la via independiente

de triptifano todavia

es elusiva en bacterias

(Zhang et al., 2019).
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Entre las vias dependientes en bacterias, encontramos
principalmente cuatro: indol-3-piruvato (1PA), triptamina
(TPM),indol-3-acetonitrilo (1AN) eindol-3-acetamida (1am),
las cuales involucran diferentes enzimas, incluyendo
oxidasas, decarboxilasas, hidratasas, oxidorreductasas
y nitrilasas (Figura 3.3) (Patten & Glick, 1996; Zhang

et al.,, 2019). La produccién de compuestos inddlicos
a partir de triptéfano ha sido reportada en PGPB como
Azotobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas fluorescens,
Rhizobium sp. y Sinorhizobium meliloti, entre otros
(Moreno-Galvan et al., 2020; Rojas-Tapias et al., 2012;
Zhang et al., 2019).

m Figura 3.3. Vias principales de biosintesis de dcido indolacético (a1a) dependientes de triptéfano

en bacterias.

Fuente: Elaboracién propia con base en Zhang et al. (2019)
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Raices de banano (Musa AAA var. Williams) inoculadas con B. subtilis EA-CB0575, bacteria promotora de crecimiento vegetal, los 10
dias post inoculacion. Técnica: CARD-FISH con la sonda HRP-Bs575 (Bsub-ss-0463-aA-22a ) marcada con CF 555-SE (Emisién roja).
(Emision roja).

Produccién de giberelinas

Las giberelinas son otra hormona de crecimiento
producida por PGPB como Rhizobium meliloti, Bacillus
spp., Azospirillum spp., Acetobacter diazotrophicus vy
Herbaspirillum seropedicae, y tienen como funcién el
desarrollo vegetativo de la planta (Bottini et al., 2004;
Masciarelli et al.,, 2014; Ullah et al.,, 2019; Vejan et al,,
2016). Las giberelinas reciben su nombre del hongo
Gibberella fujikuroi y fueron identificadas por primera vez
en 1926 (Arteca, 1996). Su notacién se realiza mediante
el simbolo GA, seguido de su numeracién (GA,, GA,
GA,, etc.), siendo el acido giberélico (GA)) la forma mas
activa, usualmente encontrado en forma libre o unido a
glicésidos (Duca, 2015). Las giberelinas son sintetizadas
en plantas mayores, hongos y bacterias, y su estructura
base son acidos diterpenoides, que consisten en residuos
de isoprenos (generalmente de cuatro anillos); existen
aproximadamente 136 diferentes giberelinas identificadas
y caracterizadas (Gamalero & Glick, 2011).

La importancia bioldgica de este grupo de hormonas
radica en la estimulaciéon de la elongacién del tallo
(Vejan et al., 2016), el estimulo del crecimiento de la
fruta, la determinacion de cambios en el fotoperiodo,
la participacién en el cese de la dormancia de brotes
y semillas, y la participacion en la florescencia. Estas

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe

hormonas, ademads, han sido asociadas a la promocién
del crecimiento radicular, debido a que regulan la
abundancia de los pelos radiculares. Sin embargo, se ha
determinado que interactdan con otras hormonas en los
procesos mencionados, con el fin de alterar el balance
hormonal y producir crecimiento (Gamalero & Glick,
2011). Las giberelinas se han vinculado a la produccién
de oa-amilasas, algunas proteasas, fosfatasa acida,
B-gluconasa, a-glucosidasa y ribonucleasa. Asimismo,
estimulan la divisidn celular, controlan la actividad mitética
y activan las enzimas responsables de la biosintesis de
fosfolipidos (Duca, 2015; Spaepen, 2015; Sun et al., 2019).

Produccién de citoquininas

Esta hormona es de baja concentracién en la mayoria
de las muestras bioldgicas y de dificil cuantificacion.
Tiene una gran importancia a nivel vegetal debido a que
regula la citoquinesis y ayuda en el mejoramiento de la
division celular, la produccion de raices y la formacién
de pelos absorbentes. A pesar de la dificultad en su
medicion, las técnicas de radiomarcacion de citoquininas
han permitido determinar su ruta metabdlica, y el uso
de técnicas como inmunoarreglos y la cromatografia
de capa fina han ayudado a caracterizar su produccion
por microorganismos como Pseudomonas fluorescens
(Garcia de Salamone et al., 2001).

Capitulo 3. Mecanismos de Promocién de Crecimiento por Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (PGPB)

91




92

Produccién de dcido abscisico (ABA)

El ABA es una hormona asociada con la induccién del
cierre estomatico, la maduracion de frutos y la inhibicion
de la germinaciéon de semillas. Adicionalmente, esta
vinculada con ladormancia de los brotes y las respuestas
de proteccién contra estreses abiéticos como sequia,
estrés por salinidad y toxicidad por metales (Sharma et
al., 2019; Spaepen, 2015; Ullah et al., 2019). Desde un
punto de vista fisiolégico, el ABA apoya el flujo del agua en
las plantas, debido a su efecto regulatorio en los estomas,
e incluso algunos autores han llegado a considerar al
ABA como la verdadera senal bajo condiciones de estrés
hidrico (Cassan et al., 2011).

La produccién bacteriana de ABA ha sido reportada para
cepas de Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum,
Rhizobium spp., Bradyrhizobium japonicum, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis y Pseudomonas
fluorescens; sin embargo, sus vias biosintéticas
siguen en estudio (Hayat et al, 2010; Ullah et al,
2019). Adicionalmente, bajo condiciones de estrés, la
produccion bacteriana de ABA podria sostener el pool
interno de ABA en las plantas y, asi, mitigar los efectos
negativos generados por el estrés (Spaepen, 2015). Sin
embargo, cabe resaltar que la cuantificacién de ABA
producido por bacterias solo se ha realizado en medios
de cultivo en laboratorio (Ullah et al., 2019).

Produccién de etileno

El etileno es otra de las hormonas que pueden ser
producidas por PGPB. Este compuesto gaseoso es un
potente regulador del crecimiento vegetal y afecta
procesos como el desarrollo de raices adventicias,
la produccion de pelos absorbentes y la germinacion
y senescencia de la planta; cuando esta hormona
permanece en altas concentraciones aun después
de la germinacion, puede causar inhibicion de la
elongacion radicular (Hayat et al., 2010). Glick et al.
(1998) propusieron una estrecha interaccién entre la
concentracion de AlIA en las plantas y el AlA producido
por las rizobacterias, la concentracién de esta

hormona en la planta y la concentracion de etileno,
cuyo intermediario es el T1-aminociclopropano-1-
carboxilico (Acc). En este sistema, las bacterias de la
rizésfera que producen AlA generan grandes cantidades
de esta hormona. Una parte del AIA se emplea para la
elongacion y proliferacidn vegetal, y el exceso restante
activa la Acc-sintasa, encargada de la conversién de la
S-adenosilmetionina en Acc. Si se produce un exceso
de Acc en la planta, la enzima Acc-oxidasa la convierte
en etileno, cuya presencia en la planta podria presentar
efectos secundarios. Adicionalmente, algunas PGPB
pueden producir la enzima Acc-deaminasa, la cual
convierte el Acc en amoniaco y a-cetobutirato, evitando
su conversion a etileno. En este modelo se plantea, de
esta forma, que la sobreproduccidn de AlA conlleva un
aumento en la concentracién de etileno en la planta
(Glick et al., 1998).

Produccién de jasmonatos (ja)

Los JA son ésteres identificados y caracterizados a
partir de la flor de jazmin (Jasminum grandiflorum), de
donde fue extraido el metil jasmonato (MeJA). Estos
modulan varias funciones esenciales en el desarrollo
de las plantas, desde germinacién hasta crecimiento
vegetativo y senescencia. Adicionalmente, los JA
activan los mecanismos de defensa de las plantas en
respuesta a heridas producidas por insectos, ataques
de patégenos y estreses ambientales como baja
temperatura, salinidad y toxicidad por metales pesados
(Sharma & Laxmi, 2016). Se ha reportado la produccidn
microbiana de acido jasmoénico y su precursor, el acido
12-oxo-fitotodienoico (oPpA), en bacterias enddfitas
aisladas tanto de girasol (Forchetti et al., 2007) como
de la raiz del arbusto haléfito Prosopis strombulifera
(Piccoli et al., 2011), de lo cual es interesante que
estos microorganismos hayan sido aislados bajo
condiciones de estrés ambiental como déficit hidrico y
salinidad, respectivamente. Lo anterior puede indicar
que la producciéon de JA por estos enddfitos puede
estar relacionada con la mitigacién de los efectos
deletéreos de estreses abidticos, aunque no existe una
investigacion profunda sobre la biosintesis de estos
compuestos por microorganismos.
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Mecanismos indirectos de
promocion del crecimiento vegetal
por PGPB

Las pGPB pueden reducir la accidén de microorganismos fitopatégenos por medio
de mecanismos como la produccion de sustancias antibiéticas, la produccién
de enzimas liticas, la produccion de siderdéforos o la activacion de los genes de
defensa, que a su vez tienen diferentes repercusiones en las actividades para
enfrentar el ataque de los fitopatégenos. Estas se consideran las dos clases mas
importantes de mecanismos indirectos de promocién del crecimiento vegetal por
PGPB (Olanrewaju et al.,, 2017).

Produccién de antibiéticos

La produccién de antibiéticos es posiblemente el mecanismo mas poderoso
que las PGPB tienen para el control de fitopatdégenos. Estos microorganismos
son capaces de producir una amplia gama de compuestos eficaces contra
muchos patdgenos (Bashan & de-Bashan, 2005). Entre los géneros de
PGPB con mayor produccion de antibidticos, estdn Pseudomonas, Bacillus y
Streptomyces. Los compuestos de las familias de fenazinas, pirrolnitrinas,
pioluteorina, floroglucinoles, lipopéptidos ciclicos y cianuro de hidrégeno
han sido descritos para el género Pseudomonas (Raaijmakers et al., 2009).
La zwittermicina A, el HCN (cianuro de hidrogeno), los lipopéptidos como
las surfactinas, iturinas y fengicinas, ademas de compuestos antibidticos
volatiles como el 2,3-butanodiol, son ejemplos de antibidticos producidos por
microorganismos del género Bacillus (Ongena & Jacques, 2008), mientras
que Streptomyces sp. produce antibiéticos de la familia kasugamicina, una
amplia gama de antibidticos bien reconocidos, y otros como estreptomicina,
avermictina, milbemicina, etc. (De Lima Procdpio et al., 2012).

Produccién de enzimas liticas

Las bacterias promotoras de crecimiento pueden producir enzimas liticas
como las glucanasas, quitinasas y celulasas, las cuales degradan las paredes
de los patdgenos. Se han reportado investigaciones con diversos aislados
productores de p-1,3, -1,4 y f-1,6 glucanasas (Compant et al., 2005), quitina
(Kavino et al., 2010), celulasas (Bashan & de-Bashan, 2005; Glick, 2012),
entre otras, con el fin de controlar una diversidad de patégenos, tales como
Phytophthora cinnamomi, Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea,
entre otros. Aunque algunas plantas son capaces de producir estas enzimas
y lograr que funcionen como proteinas PR (relacionadas con la patogénesis),
los microorganismos pueden ser una fuente importante de estas para el
biocontrol (Ko et al., 2009).
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Otros metabolitos, como los
compuestos voldtiles acetoina
y 2,3-butanodiol, ademds

de promowver el crecimiento
vegetal, pueden generar
biocontrol de patogenos
debido a que son inductores
de resistencia sistémica en la

planta (Ryu et al., 2004).
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Produccién de sideréforos

Las plantas toman el Fe en forma de ion ferroso (Fe*?),
pero la forma comunmente encontrada en el suelo
es el ion férrico (Fe*®) (Vessey, 2003). Algunas PGPB
tienen la capacidad de solubilizar el Fe del suelo por
la produccién de compuestos quelantes, los cuales se
denominan siderdforos. Estos compuestos, que son
sintetizados por los microorganismos para sobrevivir,
tienen pesos moleculares de entre 400 y 1.000 Da y
poseen una alta afinidad con el Fe. Los sideréforos
hacen disponible el Fe para el crecimiento microbiano
y brindan este nutriente a la planta. Una consecuencia
de este mecanismo es la reduccién en la proliferacién
de patdgenos por la competencia por nutrientes. El
género mas estudiado por la produccién de este tipo
de compuestos es Pseudomonas (Antoun & Prévost,
2006). Bashan y de-Bashan (2005) reportan un estudio
con un mutante de Pseudomona putida sobreproductor
de sideroéforos, el cual fue mas eficiente que la bacteria
silvestre en el biocontrol de Fusarium oxysporum en
tomate, lo que brinda indicios de que la produccién
de siderdéforos es un método de biocontrol efectivo,
ademas porque diversos estudios posteriores lo
han corroborado (Chaiharn et al., 2009; Laslo et al,,
2012). Para el género Pseudomonas se han dilucidado
compuestos sideréforos como la pioverdina (Pvd), la
ferropioverdina (Pvd con hierro) y la pseudobactina.
Adicionalmente, en diversos estudios con mutantes no
productores y con mutantes sobreproductores de estos
compuestos se ha encontrado que hay un alto potencial
de biocontrol por parte de las especies que los producen
(Sasirekha & Srividya, 2016).

Induccidon de resistencia sistémica

Las plantas han desarrollado mecanismos complejos
para reconocer y defenderse de los ataques de
fitopatégenos. Por medio de ellos, se producen
moléculas elicitoras de diferentes rutas de sefalizacién
de defensa vegetal. En 1991, los cientificos Kloepper
(Auburn University, Estados Unidos) y Schippers (Baarn,
Paises Bajos) descubrieron de forma independiente un
mecanismo al que denominaron resistencia sistémica
inducida (1sRr, por sus siglas en inglés), que consiste
en el desencadenamiento de una ruta de senalizacion

Células vegetativas de B. subtilis EA-CBO575 en raices de banano

(Musa AAA var. Williams) a los 30 dias de inoculacién del microorga-
nismo. Técnica: Scanning Electron Microscopy.

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe

que mantiene a la planta alerta ante la llegada de
microorganismos patégenos. Esta activacién disminuye
la eficiencia con la que un patégeno puede llegar
a la planta y, por tanto, ayuda a reducir o evitar la
enfermedad (Walters & Heil, 2007). La induccion de la
resistencia sistémica confiere a las plantas una mejora
en su respuesta de defensa por periodos prolongados
frente a ataques de fitopatégenos, sean bacterias, virus
u hongos, o frente a estimulos quimicos (Pieterse et al.,
2014). Para que el mecanismo exista, en la planta deben
estar presentes una serie de compuestos inductores
diferentes a los patogénicos, entre los que se encuentran
lipopolisacaridos, sideréforos y 2,3-butanodiol. Se han
descrito rutas de senalizacion de este mecanismo y se
han evaluado diversos determinantes bacterianos que
disparan las respuestas de resistencia sistémica en la
planta; sin embargo, hoy en dia el tema es de interés
y existe un campo de investigaciéon grande que trata
de responder diversos aspectos ain no comprendidos
(Ramirez & Kloepper, 2012). Este mecanismo es
fenotipicamente similar a la resistencia sistémica
adquirida (sAR, por sus siglas en inglés), la cual es
activada por la presencia de patdégenos. Mientras que
para la sAR se requiere de la acumulacién de acido
salicilico, para la 1SR se requiere de inductores como
el etileno, el acido jasmédnico u otros previamente
enunciados (Bhattacharyya & Jha, 2012). El principio de
este fendmeno de ISR radica en que los mecanismos de
defensa estan activos antes de la infeccidn del patégeno,
y de esta manera la enfermedad puede ser reducida
una vez el fitopatégeno llegue a infectar. La resistencia
sistémica puede ser activada por lipopolisacaridos,
sideroéforos, lipopéptidos, antibidticos, acil-homoseril-
lactonas (AHL),compuestos volatiles como 2,3-butanodiol
y acetoina. Ademas, formas avirulentas de los patégenos
0 microorganismos no patégenos son también elicitores
(Ongena & Jacques, 2008; Van Loon, 2007).
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Mecanismos de interacciéon de
las pGPB y la planta

Las plantas son
colonizadas por un
nvimero increible de
Microorganismos

que pueden alcanzar
densidades mayores

a las mismas células
vegetales, lo que genera
un ‘pool”asombroso de
genes en la rizdsfera

(Mendes et al., 2013).

Diversos estudios moleculares han demostrado la existencia de cerca de
4.000 especies de microorganismos por gramo de suelo, los cuales son
ecologicamente versdtiles y tienen fuertes interacciones con las plantas
(Bhattacharyya & Jha, 2012). Desde este punto de vista, las plantas pueden
verse como superorganismos que tienen la capacidad de depositar
fotosintatos hacia la espermésfera, la fildsfera, la rizdsfera o la micorrizdsfera
y que alojan poblaciones de microorganismos que son afectadas por los
metabolitos presentes en los sustratos (Mendes et al., 2013). Algunos de
esos microorganismos generan efectos deletéreos a nivel vegetal, es decir,
pueden inhibir el crecimiento por produccion de compuestos que alteran el
ciclo productivo vegetal, como en el caso del etileno (Nehl et al., 1997); otros,
denominados neutros, no producen un efecto significativo, y otros generan un
efectopositivoenelcrecimientodelaplanta. Sonestos Gltimos microorganismos
en los que se enfoca este trabajo, pues promueven el crecimiento de la planta
y pueden inducir su sanidad.

Las plantas exudan una gran cantidad de nutrientes por medio de sus raices; por
ejemplo, entre el 10 y el 44% del carbono que las plantas consumen se libera
al suelo. Estos exudados son en su mayor proporcion acido glutdmico, acido
aspartico, leucina, isoleucina, lisina, entre otros aminoacidos; acidos organicos
como el acido malico, citrico, succinico, entre otros, y azlcares como glucosa
y xilosa. Estos exudados atraen una gran cantidad de microorganismos que
generan rizodepdsitos alrededor de las raices, con una concentracion que puede
llegar a ser 1.000 veces mayor que en el suelo (Bais et al., 2004; Lugtenberg
& Kamilova, 2009). Alli, en estas zonas de alta concentracion de nutrientes, las
bacterias se desarrollan, colonizan las raices y generanimportantesinteracciones
con las plantas, entre las que se resalta la colonizacién de microorganismos
promotores de crecimiento (como las PGPB), los cuales pueden producir aumento
en el vigor, la sanidad o la productividad del cultivo, ademas de resistencia a
diferentes condiciones de estrés bidtico o abidtico (Bais et al., 2004). Asimismo,
se ha reportado el efecto de muchos de los exudados de la raiz en la quimiotaxis
con la planta, especialmente por 4cidos organicos como el malico, pero existe
una dependencia de los diferentes compuestos exudados y de la seleccion de la
microbiota reclutada hacia la planta (Rudrappa et al., 2008). Una vez reclutados,
estos microorganismos comienzan un proceso de colonizacién en el cual se
forman biopeliculas, que dependen de la secrecion de compuestos orgdnicos en
forma diferencial en la longitud de la raiz.

La colonizacion de las raices de las plantas por los microorganismos
alli presentes incluye pasos de reconocimiento, adherencia, invasion,
colonizacién y, finalmente, crecimiento de la poblacién. En el caso del proceso
de reconocimiento, las raices de las plantas generan senales quimicas que
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son detectadas por los microorganismos, y estos desencadenan, a su vez,
otras sefales para el inicio de la colonizacién (Bais et al., 2006; Berg, 2009).
La invasion, por su parte, se presenta solamente si el microorganismo que
coloniza es un enddfito o un patégeno. Existen diversos estudios de colonizacién
de microorganismos en suelo y rizésfera; sin embargo, la gran mayoria se ha
enfocado en bacterias Gram-negativas, como Pseudomonas spp., siendo menor
la cantidad de los reportes en bacterias Gram-positivas, como Bacillus spp.,
aunque estos estudios ya estan en desarrollo (Posada et al., 2018).

Los patrones de colonizacion o distribucién de los microorganismos
promotores del crecimiento han sido previamente estudiados para diversos
sistemas planta-microorganismo (Dietel et al., 2013; Posada et al,, 2016;
Sharma et al., 2008), por medio de metodologias como insercién del gen
de fluorescencia verde (GFP, por sus siglas en inglés) o sus derivados, o de
genes reporteros, como el LacZ, para la 3-galactosidasa, o el GUS, para la
B-glucuronidasa (Choudhary & Johri, 2009; Fan et al., 2011; Liu et al., 2006).
En el caso de los Bacillus, el uso de GFP también ha sido una alternativa;
sin embargo, la falta de estabilidad del gen y la generacién de mutantes
con problemas en actividad han hecho que otras metodologias como FiIsH
(fluorescence in situ hybridization) y RING-FISH (recognition of individual genes-
fluorescence in situ hybridization) empiecen a ganar terreno (De-Bashan et
al., 2010; Posada et al., 2018). Estas metodologias han permitido determinar
que los microorganismos colonizan las raices de las plantas principalmente
en tres zonas: la punta de la raiz y las zonas de elongacion, las zonas de
emergencia de raices laterales y los puntos de emergencia axiales en las
raices laterales. La punta de la raiz es la zona predominante de colonizacién,
debido alaproducciénde una mayor cantidad de exudados carbonados a causa
del desencapsulamiento en la cofia (Hawes et al., 2000). Sin embargo, estos
patrones pueden variar de planta a planta y de acuerdo con los exudados que
se encuentren en las raices (Fan et al.,, 2011). Asi, la formacion de biopelicula
se presentara en forma diferencial a lo largo de la raiz, debido a gradientes en
la secrecidon de exudados (Rudrappa et al., 2008). La colonizacion rizosférica se
da por medio de diferentes mecanismos, algunos de los cuales se presentan
a continuacion.

Produccion de biopelicula

El mecanismo mas importante de colonizacién en la rizésfera es la
produccién de biopelicula. Para entender el concepto, es necesario
aclarar que nuestra percepcion de bacteria estd profundamente arraigada
al paradigma del cultivo puro, pero las bacterias no se encuentran
individualmente, sino en poblaciones o comunidades que cada dia
son mas faciles de visualizar para el hombre, debido a los avances en
la microscopia y la biologia molecular. Esto ha permitido determinar
que las bacterias se comportan como un consorcio cooperativo, en el
cual funcionan de forma coordinada y compleja (Davey & O’'toole, 2000;
Vlamakis et al., 2013). Este grupo o consorcio de microorganismos
esta asociado a productos extracelulares que permiten su anclaje en
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Estas metodologias han
permitido determinar
que los microorganismos
colonizan las raices de las
plantas principalmente
en tres Zonas: la punta
de la raiz y las zonas de
elongacion, las zonas

de emergencia de raices
laterales y los puntos de
emergencia axiales en
las raices laterales.



superficies biodticas o abidticas, y, en el caso especifico
de la rizésfera, las biopeliculas suelen formarse en
agregados de suelo o en las raices de las plantas,
donde las microcolonias son las unidades basicas
de crecimiento (Seneviratne et al., 2011; Wang et al.,
2019). La colonizacién de la superficie de las raices
es similar a la colonizacidn de superficies abidticas,
y, alli, la formacién de la biopelicula es el fenémeno
que permite la adherencia de estas microcolonias
(Beauregard, 2015). La producciéon de biopelicula
estd directamente relacionada con la presencia de
sustancias como proteinas, metabolitos secundarios,
acidos organicos y péptidos, que inician la cadena de
senales para el desencadenamiento de la expresién
génica(Berg, 2009). Las biopeliculas microbianas estan
formadas por células que se encuentran embebidas
en una matriz proteica, con exopolisacaridos (EPS) y
acidos nucleicos, como el ADN, la cual se forma por

los compuestos que las mismas bacterias producen.
Los microorganismos que constituyen esta matriz son
motiles, no motiles o esporas, y su presencia en la
biopelicula les permite a las células expandirse en las
superficies, extenderse, tomar nutrientes y, a su vez,
continuar la produccién de sustancias quimicas, como
las proteinas TasAy BslA, las cuales polimerizan fibras
amiloides y brindan la naturaleza hidrofébica a la
superficie en la que se encuentran (Branda et al., 2006;
Vlamakis et al., 2013). La produccién de biopelicula
se relaciona con la capacidad de diferentes cepas de
Bacillus para colonizar las raices de las plantas, y su
relacion ha sido previamente estudiada in vitro e in
vivo (Zhang et al., 2015). Ademas, diferentes reportes
bibliograficos indican que, al mutar genes relacionados
con la formacion de las biopeliculas, se reduce o se
pierde por completo la capacidad de colonizar las
raices (Bais et al., 2004; Zhou et al., 2016).

Raiz de banano (Musa AAA var. Williams) inoculada con esporas de B. subtilis EA-CB0575, las cuales se observan ya germinadas

como células vegetativas en la raiz a los 15 dias post inoculacién. La zona donde se observan los microorganismos corresponde a
la parte superior de una raiz primaria de banano. Se emple¢ la técnica CARD-FISH con la sonda HRP-Bs575 (Bsub-ss-0463-aA-22a )

marcada con CF 555-SE (Emisién roja) y contraste con DAPI (emisién azul).

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe
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Raiz de tomate var. Chonto-Santa Cruz inoculada con esporas
de B. subtilis EA-CB0575. Se observa la formacién de cadenas

de los Bacillus en la superficie de la raiz de la planta, embebi-
das en un tipo de matriz; lo que podria ser los primeros pasos
de formacién de biopelicula.

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe

Produccién de enzimasy
guorum sensing (QS)

El proceso de produccion de biopelicula se lleva a cabo
por la comunicacién quimica bacteriana existente en
zonas como la rizésfera, donde se regula la expresion
de diversos genes de acuerdo con la densidad
poblacional de microorganismos, por un proceso
denominado quorum sensing (as) (Seneviratne et al.,
2011). El as afecta procesos como la transferencia
horizontal de genes, la producciéon de toxinas y
antibidticos, la maceracidn de tejidos y la ya enunciada
produccién de biopelicula. Este proceso estd mediado
por moléculas senal como la acil-homoseril-lactona
(AHL), gama-butirolactonas y el acido cis-11-metil-2-
dodecanoico (DSF), en bacterias Gram-negativas, y por
moléculas como oligopéptidos y gama-butirolactonas
sustituidas, en bacterias Gram-positivas. Ademas, en
ambos grupos se ha encontrado que la feromona LuxS
es un intermediario comun sensing (Seneviratne et
al.,, 2011). En el caso de las bacterias presentes en la
rizésfera, el tipo de suelo donde se inoculan suele ser
determinante para que el as se presente, debido a que

en algunos tipos de suelos se encuentran enzimas que
pueden impedir este proceso al interrumpir la cadena
de senalizacién por la degradacidon de las moléculas
senal, proceso que se denomina quorum quenching
(@a). Enzimas como las acil-homoserin-lactonasas y
las AHL acilasas tienen esta capacidad, ya sea por el
rompimiento del anillo lactona de las moléculas senal
AHL o por la degradacién del enlace amida de las AHL.
En el primer caso, se produce acil-homoserina, la
cual tiene baja actividad bioldgica, y en el segundo, se
generan homoserinlactona y acidos grasos, también
con poca actividad (Kumar et al., 2011).

Produccion de
lipopéptidos

Diversas sustancias como los lipopéptidos también
han sido relacionadas con la colonizacién de los
microorganismos en la rizdsfera. Varios reportes
cientificos han mostrado que los microorganismos del
género Bacillus son muy versatiles en la produccion
de sustancias lipopeptidicas que median en la
formacion de biopeliculas y en la colonizacién de la
rizésfera, ademds de la activaciéon de defensas en
la planta. Estas moléculas estdn compuestas de un
anillo ciclico-peptidico que a su vez se une a una
cadena acil de carbonos lipidicos; de acuerdo con
sus propiedades, los lipopéptidos se agrupan en tres
familias principales: las surfactinas, las iturinas y
las fengicinas, cada una de ellas con caracteristicas
bioquimicas y antimicrobiales diferentes (Ongena
& Jacques, 2008). De estas familias, las surfactinas
son predominantemente estudiadas en el campo de
la colonizacién microbiana en la rizésfera (Bais et al.,
2004; Nihorimbere et al., 2012; Pertot et al., 2013).
Ademas, se conoce que, en general, la produccién de
lipopéptidos por el género Bacillus juega un rol muy
importante en la habilidad de estos microorganismos
para difundirse y colonizar las raices de las plantasy
otras superficies. Para la colonizaciéon microbiana en
la rizésfera, el aporte de estos compuestos radica en
la reduccidn de la tensién superficial del agua, lo que
permite la movilidad de los microorganismos (Ongena
& Jacques, 2008). En el agar, los microorganismos
productores de estas sustancias generan movimientos
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coordinados y patrones de crecimiento secuenciales y organizados
que permiten ver colonias ordenadas y con crecimiento concéntrico
(Rudrappa et al., 2008). Las surfactinas se han relacionado con los
procesos de colonizacién por PGPB en la raiz de las plantas (Bais et al.,
2004), y se ha encontrado, ademas, que ayudan a la motilidad de las
células, especialmente en el desplazamiento de los microorganismos
en sus nichos (Kearns et al., 2004). Asimismo, se ha reportado que
estos lipopéptidos son reconocidos por las células vegetales y pueden
mediar en procesos de defensa de las plantas ante fitopatdgenos, razén
por la cual se han incluido en el grupo de los MAMP (microbe-associated
molecular patterns), junto con otros lipopéptidos como las fengicinas
(Chandler et al., 2015). Ademas, se conoce que pueden elicitar procesos
como la resistencia sistémica, en la cual se hace un priming en la planta,
para estar preparados contra y contraponerse a la infeccién cuando los
patdgenos lleguen (Nihorimbere et al., 2012). Sin embargo, la deteccion de
surfactinas —y en general de lipopéptidos— en el suelo es muy compleja,
debido a la adsorcidn de metabolitos en las particulas del suelo, por lo que
se prefieren estudios en hidroponia o en medio de cultivo sintético (Pertot
et al., 2013).

Movimientos bacterianos,
colonizacion y quimiostasis

Los movimientos que permiten el desplazamiento de las bacterias en la zona
adyacente a la raiz y en el medio sintético son swimming, swarming, twitching,
gliding y spreading, todos designados con palabras en inglés, pues permiten
su recordacién. La diferencia entre estos tipos de movimientos radica en la
forma como la bacteria se mueve, el medio en el que lo hace y las estructuras
que emplea. El swimming se da debido a un movimiento flagelar Unico en
medio liquido o semiliquido; por su parte, el swarming hace referencia
a un movimiento flagelar en medio sélido-semisélido; el twitching es un
movimiento que se da debido a los pulsos que generan los direccionamientos
de las fimbrias o cilias, en bacterias tanto flagelares como no flagelares;
el gliding es un movimiento de bacterias sin pili, flagelos o fimbrias que se
da por el deslizamiento del microorganismo en medios con componentes
que permiten su desplazamiento, como los polisacdridos, y, finalmente, el
spreading o sliding se presenta cuando las bacterias se resbalan al exterior
de la colonia debido a la reduccidn de la tension superficial en el medio, lo que
genera patrones de crecimiento regulares y uniformes (Kearns, 2010). Estos
movimientos permiten que los microorganismos se recluten en las raices de
las plantas y procedan a la colonizacién. La motilidad por swarming se ha
identificado como un rasgo esencial del género Bacillus para la supervivencia
endiversos ambientes, y se ha determinado que diversos acidos organicos de
los exudados mejoran la motilidad de los microorganismos y, de esta manera,
su colonizacidn en la rizésfera (Tan et al., 2013).
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“Raiz conversando con la PGPR".

Raiz se tomate en cercania de un grupo de
Bacillus subtilis.

Técnica: CARD-FISH con sonda HRP-Bs575 (Bsub-
ss-0463-aA-22a ) marcada con Atto 488-NHS-tira-

mida (Emisién verde).

Foto: Luisa Fernanda Posada Uribe
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