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Los microorganismos del
dominio Bacteria son
seres vivos cosmopolitas y
pueden vivir de manera
libre o asociados a otros
organismos. Debido a

su importancia en los
procesos biogeoquimicos,
estos representan una
pieza esencial de la vida
en nuestro planeta.

Introduccion

Las bacterias son extremadamente versatiles metabdlicamente, pues
pueden tomar diversas fuentes de carbono para su multiplicacion,
respirar anaerdbicamente y usar multiples donadores organicos e
inorganicos de electrones, entre otras capacidades. También son capaces
de interactuar con especies mayores, como hongos, animales o plantas,
y estas interacciones pueden ser positivas, neutras o negativas. En el
caso especifico de la interaccidn planta-bacteria, mucha investigacion
se ha dedicado al estudio de la interaccién negativa o al estudio de
fitopatégenos o microorganismos que causan enfermedades en las
plantas, y hoy muchos de los mecanismos moleculares asociados son
conocidos en detalle. No obstante, muchos otros microorganismos
ejercen un efecto positivo en esta interaccidn, ya sea mediante accién
directa sobre la planta, incrementando la disponibilidad de nutrientes en
el suelo, por ejemplo, o de manera indirecta, previniendo la proliferacion
de ciertos fitopatégenos (Heredia-Acufa et al., 2018). Un analisis de este
Gltimo grupo de microorganismos (los que influyen positivamente en el
crecimiento de las plantas) es el objetivo de este capitulo.

Las bacterias que ejercen un efecto positivo sobre el crecimiento o
desarrollo de las plantas se conocen de manera global como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en ingles). El efecto
positivo de estas bacterias se ha otorgado tradicionalmente a su capacidad
para incrementar la disponibilidad de nutrientes (nitrégeno y fésforo) y
para sintetizar hormonas vegetales (acido indolacético, giberelinas, etc.)
(Compant et al., 2010; Glick, 2012). No obstante, en afios recientes, el papel
clave de estos microorganismos en la prevencion y el alivio de condiciones
de estrés como sequia, salinidad sddica o presencia de metales pesados
sugiere que mdas mecanismos estan en juego.

Como se discutird en breve, de forma general, las PGPB no se encuentran
agrupadas filogenéticamente. No existe un filo o una clase de bacterias
con cualidades de PGPB, salvo una excepcion: los rizobios. No obstante, si
existen algunas especies de las cuales multiples cepas se han asociado
con un efecto positivo sobre el crecimiento vegetal. Algunas de estas
especies que contienen miembros con cualidades de PGPB son Azospirillum
brasilense, Azotobacter chroococcum y Pseudomonas fluorescens, las
cuales, con diversos mecanismos, pueden afectar el crecimiento vegetal. P
fluorescens representa un caso particular, dado que algunas cepas de esta
especie también pueden ser patégenas de plantas (Dominguez-Nufez et al.,
2014; Santoyo et al., 2016; Tsavkelova et al., 2006).

Debido a la importancia de este grupo de microorganismos en la ecologia
del suelo y en la promociéon de cultivos de importancia econémica y
social, muchos esfuerzos estdn siendo realizados para la seleccion de
organismos con potencial agricola. La disminucién en la aplicacién de
agroquimicos mediante el uso de estas tecnologias limpias puede contribuir
significativamente al manejo responsable de los cultivos desde el punto de
vista del calentamiento global y de la explosidon demogréfica. Adicionalmente,
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el advenimiento de nuevas tecnologias en biologia
molecular abre la puerta a la generacién de organismos
modificados genéticamente, los cuales pueden presentar
mayor potencial como insumo agricola (Erturk et al,,
2010; Ferreira et al., 2019). El uso de herramientas
de biologia molecular, no obstante, requiere un
conocimiento profundo de los mecanismos moleculares
asociados y de la ecologia de los organismos en el
suelo (Afzal et al., 2019). Por ejemplo, el descubrimiento
de genes especificos asociados a la solubilizacién de
fosfato podria permitir la generacién de organismos que

promuevan el crecimiento de las plantas en suelos con
baja disponibilidad de fésforo. Adicionalmente, un mayor
conocimiento de la composicién y de las interacciones
del microbioma de la planta puede permitir la generacidén
de cocteles de microorganismos que impacten en mayor
medida el crecimiento de las plantas en comparacién
con el uso tradicional de especies individuales (Fadiji &
Babalola, 2020). Los avances tecnoldgicos en biologia
molecular de los organismos y en el entendimiento de la
ecologia de la rizésfera prometen un cambio rentable y
limpio en las técnicas de manejo de los cultivos.
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Definicion:
bacterias
promotoras del
crecimiento
vegetal (PGPB)

Las pGPB se refieren a las bacterias de vida libre en el
sueloy alas que colonizan larizésfera o el tejido de las
plantas (PGPR: véase el capitulo 1); estas bacterias, al
ser usadas como inoculante biolégico, tienen un efecto
positivo y medible sobre las plantas. Este efecto puede
serdirecto, através delincremento en la disponibilidad
de nutrientes o através de la sintesis de moléculas que
influencian benéficamente el desarrollo de la planta, o
indirecto, mediante amensalismo o competencia con
organismos potencialmente patégenos o mediante la
prevencion de estreses abidticos (Rojas-Tapias et al.,
2012).Eluso de PGPB en la agricultura sostenible se ha
vuelto mas importante en las Gltimas décadas, debido
a sus efectos benéficos sobre el suelo y sobre la
productividad de los cultivos, asi como por su impacto
en la reduccién del uso de fertilizantes quimicos,
para cuya produccién se emplean vastas cantidades
de combustibles fésiles (Ramakrishna et al., 2019),
por lo que la reduccién en su uso estad alineada con
las politicas de conservacién del medio ambiente y la
desaceleracién del cambio climatico.

Dentro de ladiversidad filogenética de microorganismos
pertenecientes al grupo de las PGPB, los principales
miembros estdn asociados a los filos Firmicutes y
Proteobacteria (Chen et al.,, 2010; Dong et al., 2008;
Rojas-Tapias et al., 2012). En el filo Firmicutes, por
ejemplo, el género Bacillus cuenta con algunas especies
con actividad promotora del crecimiento vegetal. En el
filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, los

géneros Pseudomonas, Acinetobacter, Serratia, Pantoea,
Psychrobacter, Enterobacter y Rahnella han mostrado
tener potencial, al igual que los géneros Burkholderia 'y
Achromobacter, de la clase Betaproteobacteria (Batista
et al., 2018).

Estos géneros bacterianos han sido ampliamente
reportados en la literatura cientifica, ya que poseen
diferentes actividades asociadas al desarrollo y
crecimiento de distintas especies vegetales. Algunos
de los mecanismos conocidos por los cuales
las PGPB podrian ser benéficas para las plantas
incluyen estrategias directas e indirectas; entre
las primeras, encontramos: 1) fijacion bioldgica de
nitrégeno: proceso en el cual las bacterias reducen el
nitrégeno atmosférico a amoniaco para su posterior
asimilacion por parte de las plantas; 2) solubilizacion
y mineralizacién de fdésforo: las bacterias pueden
mineralizar fésforo organico o solubilizar sales
insolubles de fosfato, y el fosfato liberado puede ser
facilmente asimilado por las plantas; 3) produccién de
sustancias estimuladoras: algunas bacterias pueden
sintetizar moléculas que se asemejan a hormonas
vegetales, las cuales pueden modular procesos de
desarrollo en la planta, y algunos ejemplos incluyen
acido abscisico, acido giberélico o acido indolacético;
4) modulacion de hormonas vegetales: mediante
la accion de la enzima Acc (1-aminociclopropano-
1-carboxilato) desaminasa, las bacterias pueden
disminuir los niveles de etileno y, por tanto, permitir
un mayor crecimiento de la planta. Con respecto a las
estrategias indirectas para estimular el crecimiento de
las plantas, se encuentran las siguientes: 1) produccidn
de sideroforos: estos compuestos se unen al hierro con
alta afinidad, por lo que pueden ser empleados para
aumentar la disponibilidad de hierro o para reducir el
crecimiento de organismos patdgenos; 2) produccion
de enzimas hidroliticas y antibidticos: esta estrategia
les permite a las bacterias prevenir o contrarrestar la
actividad y efecto de organismos patdgenos mediante
la inhibicion de su crecimiento; 3) produccién de
biopeliculas: la produccién de biopeliculas sobre el
tejido radicular puede disminuir el efecto negativo de
una alta salinidad y sequia (Ahemad & Kibret, 2014;
Etesami & Maheshwari, 2018).
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El microbioma
dela rizosfera

El advenimiento de las tecnologias de secuenciacién
masiva de ADN nos ha dado un mayor conocimiento de
la distribucion filogenética de las bacterias del suelo
asociadas con plantas de interés agricola. El andlisis
metagendmico de la rizésfera del maiz fue una de las
primeras observaciones de la riqueza y abundancia
relativa de las especies microbianas que habitan la
rizosfera de las plantas. Al analizar la secuencia del
gen 16S rARN y hacer su pirosecuenciacion, Peiffer
et al. (2014) observaron una variacion significativa
en términos de riqueza, diversidad y abundancia
relativa de taxas bacterianas entre el suelo y
la rizosfera del maiz, asi como entre diferentes
campos (Peiffer et al., 2014). Usando cuatro pares
de cebadores de ADN, los autores encontraron una
mayor abundancia de proteobacterias, seguidas
por actinobacterias, bacteroidetes, acidobacterias
y cianobacterias, entre otras. Estos resultados son,
en cierta medida, consistentes con la identidad
genética de los microorganismos comunmente
aislados de la rizésfera de plantas mediante técnicas
convencionales de laboratorio.

Otro estudio, liderado por el mismo grupo, analizé la
asociacion entre plantas de maiz y su microbioma.
Los resultados mostraron un efecto significativo entre
el genotipo de las plantas y la diversidad microbiana
asociada; igualmente, encontraron que la edad de
la planta y los cambios en el clima tienen un efecto
significativo sobre su composicion. No obstante,
esta variacién contrasté con la asociacion especifica
de ciertas especies con el genotipo de las plantas.
En este estudio, en el cual se empled la tecnologia
MiSeq, de Illumina, se analizé la regién V4 del gen
16S rARN; el objetivo fue determinar el microbioma
central asociado a las plantas de maiz, es decir, esas
especies bacterianas que se encontraron asociadas
en mas del 80 % de las muestras de la rizésfera.
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Los resultados mostraron

aproximadamente

150 especies asociadas —
independientemente de las
variaciones ambientales—,
las cuales resultaron ser
filogenéticamente diversas.

La mayor parte de estas especies pertenecian a los filos Proteobacteria,
Actinobacteria,Bacteroidetes,AcidobacteriayVerrucomicrobia.Encuanto
al filo Proteobacteria, la mayor parte de los organismos pertenecian
a la clase Alphaproteobacteria, seguida por Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria y Deltaproteobacteria. Asimismo, miembros de
Archaea también se encontraron asociados a la rizésfera de la planta
(Walters et al., 2018).

Este estudio expone la asociacion existente que se ha forjado durante
elcursode la evolucién entre ciertas especies microbianas y vegetales.
Estas asociaciones, en algunos casos, se dan de manera neutral, es
decir, sin beneficio para ambas partes, pero, en el caso de las PGPB,
este efecto es benéfico para la planta y, presumiblemente, para la
bacteria. Mientras la estrecha asociacién entre algunos miembros de
Proteobacteria y plantas de importancia agricola ha sido claramente
demostrada, poca informacion se tiene acerca de la interaccion
entre otros filos y la planta. Este hecho es explicado por el sesgo de
la seleccion en medios de cultivo, que hace que algunas especies
no se encuentren suficientemente representadas. Algunas especies
anaerobias, por ejemplo, podrian desempefnar un papel importante
en la nutriciéon de la planta, pero los métodos convencionales de
aislamiento se hacen en condiciones aerobias o, a lo maximo, en
condiciones de microaerofilia. Estos métodos de seleccidn, por tanto,
excluyen microorganismos anaerobios obligados, como aquellos
pertenecientes a Clostridium spp., por ejemplo. La seleccién de otros
microorganismos con potencial para la promocién del crecimiento
vegetal, por tanto, deberia realizarse en mas medios de cultivo, en
otras condiciones y con otras técnicas que permitan la seleccion de
microorganismos con requerimientos nutricionales especificos o de
aquellos que se encuentran en poca abundancia.
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Bacterias promotoras
del crecimiento vegetal
(canodnicas)

La diversidad filogenética y funcional de las bacterias asociadas a la rizésfera
de las plantas es extremadamente compleja, y su estudio nos proporciona un
entendimiento mas amplio de los procesos ecoldgicos que se dan en el suelo
y de las especies que los estan realizando (Compant et al., 2019; Ferreira
et al,, 2020), ademas de que provee una explicacion sobre la discrepancia
ocasionalmente observada entre las caracterizaciones in vitro del potencial
de las bacterias como PGPB y los resultados en campo o invernadero. No
obstante, ciertos géneros y especies microbianos tradicionalmente se han
asociado a un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas, y estos
son el tema de esta seccién. Un caso particularmente relevante es el de
las bacterias con capacidad para formar nddulos con plantas leguminosas,
bacterias que se encuentran principalmente, pero no de manera exclusiva, en
el orden Rhizobiales del filo Proteobacteria y se conocen globalmente como
rizobios. Estos rizobios, al poseer los mecanismos moleculares requeridos
para el establecimiento de una relacién simbiética con leguminosas, en la
mayoria de los casos van a tener un efecto benéfico sobre el crecimiento
vegetal. De todas maneras, este grupo de organismos interactia Gnicamente
con un grupo definido de plantas, y por ello la investigacidn de otros grupos
microbianos es necesaria para mejorar el crecimiento de otras especies
vegetales de importancia agricola.
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Microorganismos de
vida libre

Los microorganismos de vida libre son aquellos que
viven en la rizdsfera pero son incapaces de colonizar
el tejido vegetal. Los microorganismos de vida libre,
por lo tanto, exhiben un bajo grado de intimidad con
la planta en comparaciéon con los otros dos tipos de
interacciones previamente mencionados: simbiosis
y endofitismo mutualista. La asociacién entre las
bacterias de vida libre y la planta se mantiene porque los
microorganismos pueden explotar las fuentes de carbono
y otros nutrientes presentes en los exudados radiculares,
y, en contraprestacién, algunos de estos organismos
pueden producir moléculas que afectan positivamente
el crecimiento de la planta. Algunas de estas PGPB, por
ejemplo, son capaces de producir exopolisacaridos v,
por lo tanto, pueden adherirse firmemente a la raiz. La
sintesis microbiana de este tipo de macromoléculas,
por ejemplo, puede tener efectos positivos puesto que
incrementa la intimidad de la interaccion vy, asi, el efecto
de las moléculas benéficas, ademds de que también
puede ayudar a prevenir o aliviar estreses abiéticos, como
la presencia de metales pesados, la salinidad sédica o la
sequia (Ahemad & Kibret, 2014; Etesami & Maheshwari,
2018; Rojas-Tapias et al., 2012).

Aunque muchas especies bacterianas caen en la
categoria de organismo de vida libre, un enfoque especial
se hara sobre dos géneros: Azotobacter y Bacillus. Este
enfoque se fundamenta en la importancia de estos
dos géneros como inoculantes bioldgicos, asi como
en los resultados del grupo de investigacion Sistemas
Agropecuarios Sostenibles, de la Corporacion Colombiana
de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), que ponen en
evidencia su potencial.

Azotobacter

El género Azotobacter estd conformado por siete especies,
dentro de las cuales A. vinelandii y A. chroococcum revisten
una particular importancia (Figura 2.1) multifactorial:
1) A. vinelandii ha sido ampliamente empleado como un
organismo modelo en la fijaciéon biolégica de nitrégeno,
debido a que exhibe altas tasas de fijacion en condiciones
aerobicas y a que codifica en su genoma tres diferentes
nitrogenasas; 2) ambas especies han mostrado ser
importantes para promover el crecimiento de cultivos de
interés agricola (Rojas-Tapias et al., 2012), y 3) A. vinelandii
tiene importancia industrial y académica, debido a su
capacidad para sintetizar el polimero alginato.
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® Figura 2.1. Descripcién macroscépica de una colonia de Azotobacter sp. en medio de cultivo LG con

azul de bromotimol.
Fuente: Colecciéon de Microorganismos con Interés en Biofertilizantes, AGROSAVIA

El género Azotobacter esta conformado por bacterias Gram-negativas Otnlparticu[aridad
con capacidad para formar una estructura de resistencia denominada
quiste, la cual es estructuralmente diferente a las endosporas de Bacillus y
otros Firmicutes y que le permite soportar condiciones adversas, como la ¢es§ [aproduccio’n de
desecacion. Con'dicione's n.a’turaleslcomo la limita?cién de nu.trientes inducen pigmentos. ngz’, es

el proceso de diferenciacion de celulas vegetativas en quistes, los cuales £

poseen una morfologia Unica y diferente a la de las células vegetativas. lmPOTﬂlnte resaltar que la
Esta estructura de resistencia esta conformada por un cuerpo central natumlezayfuncio’n de

y una capsula que rodea las células: el cuerpo central se caracteriza por . .
contener granulos de polihidroxibutirato (PHB), mientras que la capsula esta estos varia entre esP“’“-
compuesta por dos capas, llamadas exina e intina (Garrity et al., 2005).

del género Azotobacter
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A. vinelandii, por ejemplo, produce un pigmento verde
y fluorescente (bajo exposicion a luz ultravioleta) en
medio de cultivo Ashby (Garrity et al., 2005). Este
pigmento, de naturaleza proteica, es producido
Unicamente bajo condiciones de limitacién de hierro.
Debido a que se produce en respuesta a la falta de
hierro y que se une a este metal con alta afinidad, se
dice que actia como sideréforo. A. chroococcum, por
su parte, produce un pigmento de color café oscuro, el
cual se identifica quimicamente como una melanina.
Debido a que su sintesis es inhibida bajo condiciones
de limitacion de oxigeno o de sus especies reactivas,
se considera que la funcion principal de este pigmento
es mediar la detoxificacidn de las especies reactivas
de oxigeno (Ros, por sus siglas en inglés: reactive
oxygen species), que se generan como subproducto
de la respiracion. En ambos casos, la produccion de
estos pigmentos (en ausencia de nitrégeno) permite el
aislamiento y la identificacion de estos organismos a
partir de suelo rizosférico (Becking, 1981).

Filogenética y cromosoma

Azotobacter pertenece al subfilo
v-Proteobacteria y se encuentra relacionado
con el género Pseudomonas. Como se menciond
anteriormente, este género consta de siete
especies: A. chroococcum, A. vinelandii, A.
nigricans, A. salinestris, A. armeniacus, A.
beijerinckiiy A. paspali.

En la base de datos GenBank (www.ncbi.nlm.
nih.gov/genbank/), del National Center for
Biotechnology Information (NcBI), actualmente
se encuentra el genoma de cuatro especies de
Azotobacter: A. vinelandii, A. chroococcum, A.
beijerinckii 'y A. salinestris. Los cromosomas de
estas especies son circulares, tienen un tamano
de ~5 Mb y cuentan con un contenido de Gc del
~65 %. Estas cepas, ademas, contienen entre 0
y 6 plasmidos. En A. vinelandii ha sido descrita
la existencia de poliploidia, es decir, multiples
copias de un solo cromosoma en un organismo
(Garrity et al., 2005).

Metabolismo

Azotobacter es un organismo organotrofo que
usa azucares o polioles como fuente de carbono.
No requiere nitrégeno para crecer, dado que
puede obtenerlo a través de la actividad de sus
enzimas nitrogenasas. De hecho, altos niveles
de nitrégeno en el medio regulan negativamente

la fijacién de nitrogeno. El aislamiento de
Azotobacter, por tanto, se hace en un medio

con pocos nutrientes y que contenga manitol
como fuente de carbono, fosfato y magnesio,
ademas de altos niveles de carbonato de calcio,
el cual afecta la produccién de pigmentos, lo
gue permite hacer facilmente la distincion

de bacterias de este género en el proceso de
seleccion (Camelo-Rusinque et al., 2017).

Potencial para su uso en
agricultura sostenible

El género Azotobacter se caracteriza por
tener especies no patégenas y fijadoras de
nitrégeno de vida libre; algunos aislamientos
también tienen la capacidad de producir acido
indolacético, solubilizar fosforo inorganico y
producir sideréforos, por lo que este género
representa una opcion atractiva para el disefio
de inoculantes bioldgicos y su aplicacién

en diferentes cultivos. Las especies mas
ampliamente usadas en inoculantes son

A. vinelandiiy A. chroococcum, pues son de
crecimiento rapido y no tienen requerimientos
metabdlicos exigentes, lo que hace facil su
produccion masiva. Aln mas, su capacidad
para formar quistes permite la generacion de
inoculantes de larga vida de almacenamiento.

En AGROSAVIA se ha demostrado el potencial de
las cepas de A. chroococcum para influenciar
positivamente el crecimiento de varios cultivos
de interés agronémico, como el algodoén, el aji y
el tomate. De igual manera, se ha mostrado que
algunas cepas de A. chroococcum disminuyen

el efecto negativo de altos niveles de salinidad
sddica sobre el crecimiento de las plantas, lo
gue tiene importancia en varios ecosistemas
colombianos (Rojas-Tapias et al., 2012).

Varios medios de cultivo han sido disefados
para la produccion masiva de bacterias de
Azotobacter a base de medios ya definidos o
empleando residuos agroindustriales. Diferentes
formulaciones con polimeros, arcillas, entre
otros elementos, asi como la induccion del
proceso de enquistamiento para la generacién
de inoculantes de tiempo de almacenamiento
extendido también han sido estudiadas (Camelo-
Rusinque et al., 2017; Moreno et al., 2011; Rojas-
Tapias et al., 2012; Rojas-Tapias et al., 2013;
Rojas-Tapias et al., 2015; Romero-Perdomo et al.,,
2015; Romero-Perdomo et al., 2017).
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Bacillus

Este género forma parte del filo Firmicutes y consta
de bacterias que tifen positivo en la coloracién de
Gram. Ademads, es fenotipicamente diverso, pues sus
células pueden ser bastones o filamentos esféricos,
rectos, curvos o helicoidales, con o sin flagelos y con
o sin endosporas resistentes al calor. Igualmente, son

aerobios, anaerobios facultativos o estrictos. Algunos
miembros del género Bacillus son terméfilos o haléfilos
(Figura 2.2). La mayoria son aislados del suelo, donde su
diversidad es muy amplia, pero también se encuentran
en aguas, alimentos y ambientes clinicos, y la mayoria
se consideran no fitopatégenos, pues solo algunos
estan asociados a enfermedades humanas o animales
(De Vos et al., 2009).

m Figura 2.2. Descripcién macroscépica de una colonia de Bacillus sp. en medio de cultivo caso.
Fuente: Colecciéon de Microorganismos con Interés en Biofertilizantes, AGROsAVIA

Filogenética y cromosoma

El género Bacillus pertenece a la clase Bacilli del
filo Firmicutes. Este género incluye mas de 200
diferentes especies, y por ello una descripcion
global de las propiedades de sus genomas no es
conveniente. Aqui nos enfocaremos en dos de las
especies del género Bacillus que han mostrado
potencial como inoculantes biolégicos: B. subtilis
y B. thuringiensis. B. subtilis tiene un genoma de

~4,1 Mb 'y ~4.000 proteinas, y su contenido de

GC es del 43,5 %. B. thuringiensis, por su parte,
tiene un genoma mds grande, pues su tamano
promedio es de ~6,0 Mb y ~5.800 proteinas, y

su contenido de Gc es del 34,9 %. A pesar de las
considerables diferencias a nivel cromosomal,
estas especies comparten ciertos determinantes
moleculares, como los genes asociados al
proceso de esporulacién (Dworkin et al., 2006).
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B. subtilis ha sido ampliamente empleado en
estudios de biologia molecular, y representa
el modelo bacteriano por excelencia

de bacterias Gram-positivas. Algunos
procesos, como esporulacion, formacion de
biopeliculas, resistencia a metales y estrés
oxidativo, han sido descritos en sorprendente
detalle. Una de las cualidades que han
permitido su clasificacion como un organismo
modelo es la facilidad con la que se puede
manipular genéticamente (Wang et al., 2017).
Recientes estudios de biologia molecular de
B. subtilis han mostrado que la formacion de
biopeliculas por efecto del 4cido malico es
fundamental para el proceso de promocidn
del crecimiento vegetal.

Por su parte, B. thuringiensis ha sido
ampliamente usado como agente insecticida
bioldgico, y aunque no es clasificado como
una rizobacteria, su uso esta asociado a una
mejora en el rendimiento de los cultivos.
Este efecto positivo se debe a su capacidad
para sintetizar inclusiones cristalinas

o deltaendotoxinas, las cuales tienen
actividad insecticida. Estas proteinas, que
son producidas durante la parte tardia de la
fase exponencial, son conocidas como las
toxinas Cry y son codificadas por los genes
cry, los cuales no residen en el cromosoma
sino, normalmente, en plasmidos. La
familia de genes cry es una gran familia de
genes homologos que codifica proteinas
con actividad especifica en contra de solo
algunas especies de insectos. Cuando las
proteinas son ingeridas por los insectos,
son solubilizadas y modificadas, para
convertirse, luego, en toxinas activas
(Tabashnik, 1994).

Metabolismo

La mayoria de las bacterias del género
Bacillus crecen de manera optima en medios
de cultivo rutinarios, como agar nutritivo,
agar tripticasa de soya o agar sangre. Sin
embargo, se han desarrollado medios
qguimicamente definidos para facilitar su
aislamiento especifico o para optimizar
procesos industriales. La mayoria de las
especies utilizan glucosa como fuente de

carbono, aunque existen otras que tienen

la versatilidad de utilizar otras fuentes

de carbono, como &cidos organicos y
aminoacidos. Asimismo, las bacterias

del género Bacillus pueden usar fuentes
inorganicas y organicas de nitrégeno. Los
rangos de temperatura para un crecimiento
optimo varian en este género, aunque

la mayoria crece a 30 °C; sin embargo,
también se han encontrado bacterias del
género en ambientes con temperaturas
extremas (entre 5 °C y 75 °C) (De Vos et

al., 2009), y, de hecho, las termdfilas son
importantes en los procesos de compostaje.

Muchas especies del género Bacillus pueden
usar nitrato como aceptor de electrones en
ausencia de oxigeno, pero algunas otras,
como B. megaterium y B. pumilus, no lo
pueden hacer. B. subtilis, por ejemplo, puede
usar amonio, nitrato, aminodacidos, algunas
purinas, urea, acido urico, alantoina 'y
péptidos como fuentes de nitrégeno.

Potencial para su uso en
agricultura sostenible

El género Bacillus es sistematicamente muy
amplio, y por ello la selecciéon de especies
promotoras se basa en su identidad
filogenética. Para su aislamiento selectivo,
se suele aprovechar la termorresistencia
de sus esporas. En particular, se buscan
miembros de las especies B. subtilis, B.
amyloliquefaciens o B. megaterium para la
formulacion de inoculantes debido a su
potencial demostrado para promover el
crecimiento vegetal a través de diversos
mecanismos, su aplicacién segura, su
rdpido crecimiento y su facil produccidn a
gran escala, ademds de que forman una
estructura de resistencia denominada
espora. En AGROSAVIA se ha demostrado

el potencial de consorcios de Bacillus

en la disminucién del estrés hidrico en
ambientes secos en pasto guinea y en maiz
(Moreno-Galvan, Romero-Perdomo et al.,
2020; Moreno-Galvan, Cortés-Patino et al.,
2020). Asimismo, actualmente se estudia la
bacteria B. thuringiensis para el control de
insectos en varios cultivos.
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Microorganismos endéfitos

Se define como microorganismo enddfito benéfico a aquel capaz de colonizar
los tejidos de la planta y establecer una relacién mutualista con esta. A
diferenciade lainteraccién entre rizobios y leguminosas, lainteraccién entre
endéfitosy plantas no requiere mecanismos moleculares sofisticados y, mas
bien, se basa en la capacidad del microorganismo para invadir los tejidos
vegetales sin causar enfermedad. La colonizacién endofitica del huésped
por la bacteria estad determinada por una combinacién de diferentes rasgos
bacterianos referidos colectivamente como rasgos de colonizacion, los
cuales regulan todo el proceso de colonizacién de las plantas. Este proceso,
gue implica una comunicacién compleja entre los dos socios, generalmente
comienza desde las raices y requiere el reconocimiento de compuestos
especificos en los exudados de la raiz por parte de las bacterias endofiticas
(Afzal et al., 2019; Elmerich & Newton, 2007; Hallmann et al., 1997).

En este grupo se han
clasificado varios
microorganismos, entre
los cuales Azospirillum y
Herbaspirillum ocupan
un lugar principal, por
lo que serdn descritos

a continuacion.
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Azospirillum

Elgénero Azospirillum es una de las PGPB mas ampliamente
estudiadas y utilizadas comercialmente en la agricultura.
Pertenece a la clase Alphaproteobacteria y es una bacteria
fijadora de nitrégeno que ejerce un efecto benéfico sobre
el crecimiento de las plantas y el rendimiento de muchos
cultivos (Figura 2.3). El efecto de su inoculacion sobre
pastos, cereales y legumbres ha sido mostrado en gran

nivel de detalle. Por ejemplo, se ha evidenciado que su
uso causa efectos morfoldgicos pronunciados en las
raices de las plantas, cambios principalmente asociados
a la proliferacion de los pelos radiculares, los cuales se
asocian, a su vez, a la sintesis de hormonas de tipo vegetal
por parte del microorganismo. La extension del area
radicular tiene un efecto directo sobre el crecimiento de las
plantas, puesto que influye positivamente en la adquisicidn
de nutrientes del suelo (Cassan & Diaz-Zorita, 2016).

® Figura 2.3. Descripcién macroscépica de una colonia de Azospirillum sp. en medio de cultivo DyGs.
Fuente: Coleccién de Microorganismos con Interés en Biofertilizantes, AGROSAVIA

El género Azospirillum se caracteriza por tener forma
de bacilo, ligeramente curvado y recto, y por tenir
negativo en la coloracién de Gram. Estas bacterias
suelen contener granulos intracelulares de poli-B-
hidroxibutirato y son métiles tanto en medios de cultivo
liquidos, mediante un unico flagelo polar, como en
medios sélidos, mediante flagelos laterales de longitud
de onda mas corta (Baldani et al., 2015).

Filogenética y cromosoma

El género Azospirillum consta de 15 especies
fijadoras de nitrégeno y una no fijadora. Su estudio
filogenético se ha basado primariamente en el
andlisis del gen 16S rARN. Los anadlisis iniciales,
que incluyeron las primeras 5 especies descritas,
indicaron que A. brasilense, A. lipoferum y A.
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halopraeferens forman un linaje sélido, mientras
que A. amazonense y A. irakense se segregan

en un clado independiente. Con la adicién de
mas especies a través de los anos, los grupos A.
brasilense y A. lipoferum crecieron en complejidad
(Domingues Duarte et al., 2020), por lo que,
como consecuencia, cominmente se obtiene
una baja confianza al definir las interrelaciones
filogenéticas entre especies cercanas,
particularmente dentro del grupo A. lipoferum,
por medio de secuencias de 16S rARN. También
se han encontrado inconsistencias al identificar
nuevos aislamientos (Baldani et al., 2015).

Actualmente, en las bases del GenBank, del NCBI,
se encuentran registrados 77 genomas asociados
a Azospirillum, de los cuales A. brasilense es

el mas reportado. Este genoma presenta una
longitud aproximada de 7 Mb y un contenido de Gc
del 64%-71% (Maroniche et al., 2017).

Metabolismo

Azospirillum puede metabolizar diversas fuentes de
carbono, incluyendo acidos organicos, carbohidratos,
polioles, y aminoacidos. Esta versatilidad es critica
ya que le permite adaptarse facilmente a diferentes
nichos, incluyendo la rizésfera y el suelo.

Azospirillum es capaz de tomar el nitrégeno
atmosférico y convertirlo en amonio gracias a la
presencia del complejo nitrogenasa. A diferencia
de Azotobacter, aqui la fijacion bioldgica de
nitrégeno Unicamente ocurre bajo condiciones
de microaerofilia, es decir, en presencia de bajas
tensiones de oxigeno, pues altas concentraciones
de este elemento afectan directamente el
complejo nitrogenasa y suprimen su actividad.
En el género Azospirillum, |a fijacion de nitrégeno
también es afectada por la concentracion de
amonio en el ambiente: el mecanismo asociado
es fascinante, puesto que involucra una ADP-
ribosil transferasa, la cual, en presencia de altos
niveles de amonio, modifica covalentemente

la dinitrogenasa reductasa y la hace inactiva.
Cuando la concentracion de amonio disminuye,
una enzima glucohidrolasa (especifica para

una de las subunidades de la dinitrogenasa
reductasa) remueve el grupo inactivante y
restaura la actividad de fijacion bioldgica de
nitrégeno (Baldani et al., 2015; Cassan & Diaz-
Zorita, 2016; Pedrosa et al., 2019).

Azospirillum crece bien en sales de acidos
organicos, como malato, succinato, lactato y

piruvato, y azdcares, aminoacidos y alcoholes de
azucar también pueden funcionar como fuentes
de carbono. Debido a su versatilidad para tomar
diferentes fuentes de carbono y a su metabolismo
asociado al nitrégeno, se adapta facilmente a
varias condiciones del suelo y es competente

para colonizar la rizésfera y, en algunos casos,

los tejidos vegetales internos, como se describi6
anteriormente. La fijacidn bioldgica de nitrogeno
depende de condiciones microaerofilicas, pero
Azospirillum crece bien bajo una atmésfera de aire
en presencia de una fuente de nitrégeno fijo, como
amonio o sales de glutamato. Células previamente
cultivadas en presencia de una fuente de nitrégeno
inorganico pueden fijar nitrégeno en aire siempre
que se agote todo el nitrégeno agregado y la
nitrogenasa se active (Cassan & Diaz-Zorita, 2016).

Para su aislamiento, se emplea un medio
semisoélido sin nitrégeno, el cual contiene acido
malico como fuente de carbono y pH neutro. Esta
condicién semisélida es importante para producir
el ambiente microaerofilico que le permite al
organismo sintetizar el complejo nitrogenasa e
iniciar la fijacidn bioldgica de nitrégeno. El acido
malico, por su parte, es importante puesto que se
encuentra asociado al exudado radicular de varias
plantas, lo que ha mostrado ser determinante en
la interaccion entre el microorganismo y la planta
(Baldani et al., 2015). Esta fuente de carbono ha
mostrado influir sobre la composicién microbiana
de la rizésfera, y su importancia en la interaccion
planta-microorganismo es evidente por los
mecanismos quimiotacticos empleados por las
bacterias para detectar este compuesto.

Potencial para su uso en
agricultura sostenible

Azospirillum representa un grupo de
microorganismos con alto potencial para su
uso como inoculante bioldgico, principalmente
en gramineas. Las especies de Azospirillum
son usualmente avidas productoras de

acido indolacético, y se caracterizan por ser
endofitas. Azospirillum no tiene requisitos
nutricionales exigentes, y por tanto su
produccion masiva se puede hacer con relativa
facilidad. En AGROSAVIA se cuenta con una
coleccion importante de bacterias de este
género, recuperadas de diferentes pastos,
maiz, cana de azlcar y otras gramineas. Su
potencial promotor se ha mostrado en diversos
suelos y en diferentes condiciones climaticas
(Cassan et al., 2020).
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Herbaspirillum

Herbaspirillum es un género clasificado como PGPB
que tiene la capacidad de fijar nitrégeno, solubilizar
fosforo y producir sideréforos, ademas de que modula
el desarrollo radicular por medio de la produccién
de diferentes reguladores del crecimiento vegetal
(Alves et al., 2015). Herbaspirillum pertenece a la
clase Betaproteobacteria y normalmente se encuentra
asociado a especies vegetales de gramineas, incluyendo
sorgo, arroz y pasturas (Figura 2.4). Algunos géneros
se han aislado de nédulos en frijol, y también se han
encontrado en plantas de musdaceas y algunos frutales,
como pina. Se han estudiado como inoculantes en
cultivos de maiz, cana de azucar, arroz y pasturas

asociadas a sistemas silvopastoriles en modo de
intersiembra. Adicionalmente, se han estudiado
en procesos de fitorremediacidn, estimulando la
fitoextraccion de metales pesados por medio de la
produccion de compuestos asociados a la promocidn
del crecimiento vegetal (Govarthanan et al.,, 2016; Gu &
Mitchell, 2006; Praburaman et al., 2017).

Herbaspirillum es un bacilo Gram-negativo de forma
generalmente vibrioide, aunque algunas veces se puede
observar en forma de espirilo; es un microorganismo
con caracteristica motil debido a sus flagelos polares. En
presencia de azUcares como glucosa, galactosa, arabinosa,
manitol o glicerol como Unica fuente de carbono, las células
tienden a enlongarse (Garrity et al., 2005).

" Figura 2.4.. Descripcién macroscépica de una colonia de Herbaspirillum sp. en medio de cultivo pYGs.
Fuente: Coleccién de Microorganismos con Interés en Biofertilizantes, AGROsAvVIA
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Filogenética y cromosoma

El género Herbaspirillum consta de 14 especies descritas
hasta la fecha, algunas de las cuales son conocidas por
colonizar tejidos de las plantas, y otras pueden ser patégenas
humanas al producir fibrosis quistica y leucemia linfoblastica,
aunque la forma como se desarrollan estas enfermedades
aun no es del todo clara (Monteiro et al., 2012).

El genoma de Herbaspirillum seropedicae Z67 tiene un
tamano de ~5,5 Mb y 4.804 genes, y su contenido de GcC esta
entre el 60% y el 65 %. Los genes estructurales que codifican
para el complejo nitrogenasa se encuentran localizados en
el operdn nifHDKENXHsero_2847Hsero_2846fdxA. Dentro

de los genes codificantes para la proteina estructural de la
nitrogenasa se identificaron nifHDK y nifDK. Adicionalmente,
se identificaron los genes nifN, asociados a la actividad de la
nitrogenasa bajo crecimiento limitado por oxigeno. Por otra
parte, se evidenciaron 27 genes asociados al transporte y
metabolismo del hierro, el cual puede ser ventajoso en el
momento de competir en suelos con limitaciones de este
elemento, y se identificaron genes asociados a la biosintesis
de auxinas que ayudan a la produccion de acido indolacético
a partir del precursor triptéfano (Chubatsu et al., 2012;
Garrity et al., 2005; Pedrosa et al., 2011).

Metabolismo

El cultivo in vitro de Herbaspirillum se realiza en un medio
semisoélido libre de nitrégeno y con bajas tensiones de
oxigeno. Los medios mas reportados para su aislamiento
son JNFB Yy NFB, los cuales contienen, como Unica fuente de
carbono, acido malico; no obstante, Herbaspirillum tiene la
versatilidad de utilizar varias fuentes de carbono, incluyendo
acidos organicos como el piruvico, el succinico y el fumarico.
La fijacion de nitrégeno de Herbaspirillum ocurre bajo
condiciones microaerobias y es estrechamente regulada

por compuestos de nitrégeno, tanto a nivel de sintesis como
de actividad. Herbaspirillum seropedicae puede asimilar o
desasimilar nitrato a nitrito bajo limitacion de oxigeno, pero
sin crecimiento anaerdbico dependiente de nitrato (Gu &
Mitchell, 2006).

Potencial para su uso en
agricultura sostenible

Herbaspirillum sp. es un microorganismo muy versatil
metabdlicamente, y posee varios mecanismos asociados

a la promocidn del crecimiento vegetal, lo que lo hace

un gran candidato para su uso en cultivos agricolas.
Estudios en diferentes especies vegetales, particularmente
gramineas, han demostrado resultados relevantes.
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En A4GrROS4V1LA se han llevado a
cabo varios estudios con pasturas
en sistemas silvopastoriles,
utilizando Herbaspirillum

sp. como un potencial
microorganismo promotor

de crecimiento asociado a la
actividad de solubilizacion de
fosforo, y se ha evidenciado una
mejora en la calidad del forraje.
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Microorganismos que forman
estructuras especializadas: rizobios

La mayor parte

de las especies de

rizobios se encuentran
agrupadas en la clase
Alphaproteobacteria, y
algunas otras especies no
canénicas se encuentran en
la clase Betaproteobacteria.

Debido a su importancia agricola, este grupo de microorganismos ha sido
ampliamente estudiado, y hoy en dia provee uno de los mejores ejemplos
a nivel molecular de los mecanismos que involucran una relacion de
simbiosis en la naturaleza. Esta simbiosis se basa en la formacion de una
estructura vegetal especializada denominada nddulo, la cual se localiza
en las raices de las plantas, aunque en algunas ocasiones se ha hallado
asociada también a sus tallos. Esta estructura proporciona un ambiente
privilegiado para el crecimiento de las bacterias, puesto que provee
protecciéon en condiciones medioambientales adversas y un suministro
ilimitado de nutrientes provenientes de la planta; en contraprestacion,
la bacteria provee una fuente ininterrumpida de nitrégeno, el cual se
adquiere mediante la fijacién bioldgica de nitrégeno molecular (N,) (Van
Rhijn & Vanderleyden, 1995).

Rizobios

Los rizobios son microorganismos fijadores de nitrégeno capaces de
formar una estructura especializada denominada nddulo con plantas
leguminosas. La fijacion de nitrégeno, no obstante, solamente puede
ocurrir con el establecimiento de la simbiosis, cuando las células
bacterianas se diferencian en bacteroides (Compant et al., 2010). El
aislamiento de rizobios en laboratorio, por lo tanto, debe hacerse a partir
de nddulos en un medio de cultivo que contenga nitrégeno en forma de
sulfato de amonio, por ejemplo (Figura 2.5).
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B Fioura 2.=. Descripcién macroscépica de rizobios. a. Colonias de Bradyrhizobium sp. en medio YMA
p P Y p

con rojo Congo; 4. Colonia de Rhizobium sp. en medio YMA con rojo Congo.
Fuente: Coleccién de Microorganismos con Interés en Biofertilizantes, AGROsAVIA

E[Proceso de  Primero, laplantaatrae a los rizobios por medio de los exudados radiculares, los
Al e i cuales contienen fuentes de carbono que los rizobios pueden utilizar. Después,
la planta secreta compuestos flavonoides, los cuales son especificamente
la simbiosis rizobio- detectados por la bacteria e inducen la formacién del factor Nod por los
Ieguminosa ba sido rizobios. El factor Nod es un lipopolisacarido formado por subunidades de
. N-acetilglucosamina modificadas con cadenas lipidicas y que se encuentra
estudiado en detalle, codificado por los genes nod. La percepcién del factor Nod por la planta conlleva
e involucra Comp[ejos a cambios en los pelos radiculares, los cuales permiten la invasion del rizobio.
.. . En algunos casos, la invasidn también se puede dar a través de lesiones en la
Procesos de gulmwtaxls’ epidermis vegetal. Una vez que los rizobios han entrado a la planta, empiezan
seﬁa[izacio’ny a dividirse e invadir el tubo de infeccién. Al mismo tiempo, el proceso de
desarrollo del nédulo inicia en el cértex de la raiz, y eventualmente los rizobios
son capaces de invadir el citoplasma de las células del nédulo, donde ocurre
la diferenciacién en bacteroides. Los rizobios diferenciados en bacteroides
son capaces de fijar nitrégeno molecular, como se describié anteriormente.
La interaccion entre rizobios y leguminosas, que resulta en la formacidon del
nddulo, es estrictamente mutualista. La bacteria le provee a la planta una
fuente directa de nitrégeno, y, en contraprestacion, la planta le provee carbono
y energia en forma de 4cidos dicarboxilicos (Van Rhijn & Vanderleyden, 1995).

diférenciacio’n celular.

Lamayor partede los rizobios se encuentradentrode laclase Alphaproteobacteria
y el orden Rhizobiales. Un total de seis géneros de rizobios se han descrito
dentro de Alphaproteobacteria: Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium,
Alorhizobium, Azorhizobium y Rhizobium, los cuales poseen propiedades
metabdlicas diferentes, pero comparten su capacidad simbidtica. En los ultimos
anos, no obstante, se han encontrado ejemplos de rizobios que no caben
dentro del orden Rhizobiales o dentro de la descripcién convencional de este
grupo; algunos de ellos, por ejemplo, se han encontrado dentro de los géneros
Burkholderia y Pantoea. Se cree que esto se debe a la transferencia horizontal
de genes entre Rhizobiales y bacterias de otros géneros. En estas especies, los
modulos de genes requeridos para el establecimiento de simbiosis se pueden
encontrar alojados en plasmidos conjugativos (Brenner et al., 2005).
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Filogenética y cromosoma

Los rizobios, como grupo, exhiben genomas

de gran tamano (5-10 Mb) en comparacion con
otras bacterias, lo que puede estar asociado
con la amplia variedad de nichos en los que los
rizobios son encontrados y con los procesos de
infeccion del huésped y de diferenciacién dentro
del nédulo. Como se discutira mas adelante, los
rizobios suelen ser capaces de usar una amplia
diversidad metabdlica, lo que les permite usar
varias fuentes de carbono y nitrégeno, incluso
en condiciones de baja disponibilidad. Dentro
de sus genomas, muchos de los genes estan
dedicados al transporte, la regulacién y el
metabolismo; por ejemplo, algunos rizobios
pueden contener mas de 150 transportadores
dependientes de ATP (en comparacion con

los cerca de 50 en Escherichia coli), lo que les
permite usar un amplio rango de nutrientes en
ambientes oligotréficos (Wang et al., 2019).

Adicionalmente, pueden contener uno o varios
plasmidos, los cuales oscilan dramaticamente

en tamano, y pueden contener (o no) genes

core (comunes entre un conjunto de genomas).
Sinorhizobium meliloti, por ejemplo, contiene dos
plasmidos: pSymA y pSymB, los cuales se conocen
como megaplasmidos, con tamanos de 1,4 Mby 1,7
Mb, respectivamente. El pldsmido pSymA contiene
los genes requeridos para la fijacién bioldgica de
nitrégeno y para la elaboracion del factor Nod,
mientras que pSymB contiene los genes requeridos
para la infeccién del huésped y otros esenciales
para el crecimiento de S. meliloti (Jiménez-Zurdo et
al., 2020). En contraste, en los rizobios del género
Mesorhizobium y Bradyrhizobium, los genes de

simbiosis se encuentran alojados en el cromosoma.

Los plasmidos que codifican proteinas de
simbiosis son transferibles y, por tanto, pueden
ser movilizados a otros microorganismos
mediante conjugacién. De la misma manera,
los genes cromosomales de simbiosis y
fijacién de nitrégeno en algunas bacterias,
como Mesorhizobium, pueden ser transferidos
horizontalmente debido a que se encuentran
localizados dentro de elementos integrativos-
conjugativos. Estos elementos genéticos se
consideran elementos movilizables puesto que
se pueden escindir del cromosoma, circularizar
y transferir a recipientes apropiados. Esta
movilizacién es posible debido a que estos
elementos contienen genes que codifican para

el sistema de secrecidn tipo Iv, el cual permite la
transferencia horizontal por conjugacién. Ademas
de genes de transferencia, estos elementos
integrativos-conjugativos contienen otros genes
(como los de simbiosis) que pueden proporcionar
una ventaja competitiva tanto a la cepa donadora
como a la receptora. En algunas especies, el
proceso de transferencia puede ser inducido por
senales especificas en los exudados radiculares o
por quorum sensing (Wakimoto et al., 2020).

Metabolismo

El metabolismo en rizobios puede estudiarse
desde dos diferentes angulos. Primero, cuando se
encuentran en la rizdsfera, como microorganismos
de vida libre, y segundo, cuando residen dentro

del nédulo y estan diferenciados en bacteroides.
Este paralelo es posible porque los programas
celulares de los rizobios en ambos estadios son
remarcablemente diferentes. En el suelo, los
rizobios habitan un ambiente oligotréfico, con
gradientes de oxigeno y pH, y son biolégicamente
diversos. Ademas, alli la lucha por un nicho

que provea las condiciones adecuadas para su
proliferacion es feroz, por lo que una capacidad
metabélica amplia resulta ser una ventaja
competitiva. Eso hacen los rizobios: son capaces
de emplear una amplia variedad de fuentes de
carbono y nitrégeno, lo que les permite proliferar

y eventualmente alcanzar la raiz para iniciar el
complejo proceso de infeccidn y simbiosis. En
contraste, la vida dentro del nédulo es altamente
privilegiada. La planta les provee a las bacterias
una fuente casi ilimitada de carbono en forma de
acidos organicos, y la bacteria, ahora diferenciada,
tiene la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, lo
que le provee una fuente ilimitada de este elemento;
ademas, tanto los gradientes quimicos y fisicos, tan
comunes en el suelo, como la competencia con otros
microorganismos desaparecen.

En general, los rizobios tienen la capacidad

de metabolizar un amplio espectro de fuentes
de carbono y nitrégeno, pero, como categoria,
tienen representantes en al menos ocho
diferentes géneros bacterianos. Como se
mencion6 antes, seis géneros se encuentran en
la clase Alphaproteobacteria, y dos, en la clase
Betaproteobacteria. La capacidad metabélica,
por tanto, difiere significativamente entre los
miembros de los rizobios. Uno de los ejemplos
mas relevantes de esta diversidad es dado por

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal en sistemas de agricultura sostenible



algunos miembros de Bradyrhizobium que pueden
realizar fotosintesis, y otro ejemplo esta en
Azorhizobium, el cual puede fijar nitrégeno como
organismo de vida libre (Brenner et al., 2005).

Tradicionalmente, los rizobios se han
clasificado, con base en su velocidad de
crecimiento, como rizobios de crecimiento
rapido, intermedio y lento (Wang et al., 2019).
Si bien estas diferencias en la velocidad de
crecimiento no se asocian con su potencial para
establecer simbiosis, si tienen implicaciones
importantes en la produccién biotecnolégica de
productos a base de estos microorganismos.
En general, el aislamiento de los rizobios se
realiza en un medio de cultivo que contiene
manitol como fuente de carbono, aunque estos
organismos son generalmente versatiles y
pueden crecer a expensas de otras fuentes

de carbono. En la produccidn de inoculantes,
incluso subproductos industriales pueden

ser usados para promover el crecimiento

de estos microorganismos. Los rizobios son
generalmente aerobios, pero el hecho de que la
tension de oxigeno en el nédulo sea baja parece
sugerir que condiciones de microaerofilia
también permiten el crecimiento de este grupo
(Wang et al., 2019). Adicionalmente, algunas
especies pueden emplear nitrato como aceptor
final de electrones, y, por lo tanto, algunos
rizobios son anaerobios facultativos.

Potencial para su uso en
agricultura sostenible

Entre todos los géneros de PGPB, los rizobios
ocupan una posiciéon prominente, debido a su
indiscutible potencial como biofertilizantes,
pues no solamente son capaces de formar
una estructura especializada que provee a
las plantas una fuente ilimitada de nitrégeno,
sino que también pueden ser usados en
otros cultivos debido a sus cualidades de
promocién del crecimiento, incluyendo la
solubilizacion de fosfatos y la produccion de
acido indolacético, entre otras, y al hecho de
que no son patégenos de humanos. Dado que
su asociacion con leguminosas es especifica,
la inoculacion temprana de las plantas
garantiza casi completamente el éxito de la
infeccidn y, por tanto, sus efectos benéficos.
Adicionalmente, el grupo de las leguminosas
incluye una vasta variedad de plantas de alta
importancia econémica y nutricional, lo que

hace a este grupo de plantas y a su interaccién
con rizobios particularmente relevantes. Como
se menciond anteriormente, los requerimientos
nutricionales de los rizobios son simples, por lo
que, de forma general, este grupo de bacterias
es facil de producir a gran escala. Una de

las limitaciones, no obstante, es la velocidad

de crecimiento de algunas especies, pues,

en cultivo liquido, puede tomar cerca de una
semana; sin embargo, la continua busqueda

de nuevas especies, asi como la evaluacién

de nuevas técnicas de crecimiento y aditivos,
prometen reducir estos tiempos.

En la Coleccién de Microorganismos con Interés
en Biofertilizantes de AGROSAVIA se almacena

una amplia coleccidn de rizobios con diferentes
especificidades de asociacidn. Estos han sido
empleados para la fertilizacién de cultivos de
consumo humano, como frijol, lenteja o arveja,
entre otros; para cultivos de consumo animal,
como alfalfa o trébol, y para la implementacién

de los elementos arbéreos en sistemas
silvopastoriles, como leucaena o acacia. También
se han logrado algunos avances en su produccién
masiva, incluyendo su produccidén a gran escala

y su almacenaje a largo plazo. Por muchos anos,
AGROSAVIA ha comercializado productos a base de
rizobios para su aplicacion en diferentes cultivos
(Rhizobiol Arveja); sin embargo, la investigacion
técnica continlia para su expansion a otros cultivos
y una produccién mas eficiente (Rojas T. et al.,
2009). Asi, recientemente, el uso de rizobios ha
sido expandido a cultivos de gramineas en los que,
a pesar de no establecerse una relacién simbiética
como la previamente descrita, el efecto positivo de
su aplicacion es también indudable.
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Mecanismos de interaccion
planta-microbio: lecciones desde
el patosistema modelo de tomate-
Pseudomonas syringae

En el curso de la evolucidn, las plantas han desarrollado
y usado distintas formas de defensa ante el ataque
de los microorganismos. Por ejemplo, la presencia
de paredes celulares gruesas, de una capa cerosa de
cuticula o de una capa externa de corteza que cubre el
exterior del tallo es una estrategia de proteccién fisica
que previene la entrada de microorganismos al interior
de las células vegetales. No obstante, cuando un
microorganismo atraviesa dichas barreras fisicas, se
activan, por parte de la planta, mecanismos de defensa
adicionales llamados PTI (pattern-triggered immunity) y
ETI (effector-triggered immunity) (Dangl & Jones, 2001;
Jones & Dangl, 2006).

El proceso de reconocimiento inicial de los
microorganismos por parte de las plantas, en general,
se da por la presencia de ciertas caracteristicas
moleculares de las bacterias que las plantas pueden
detectar mediante proteinas receptoraslocalizadasenla
superficie de las células vegetales. La proteina flagelina
(una subunidad del flagelo en organismos con motilidad
flagelar) (Felix et al., 1999), el factor de elongacién EF-
Tu (una proteina abundante requerida para el proceso
de traduccion) (Kunze et al., 2004), el peptidoglicano
(un componente esencial de la pared celular bacteriana
en la mayor parte de las bacterias) (Bittner, 2016) o
la quitina fangica (componente de la pared en hongos)
(lto et al., 1997) son solo algunos ejemplos de estos
patrones moleculares asociados a microbios, que se
conocen como MAMP (microbe-associated molecular
patterns). Debido al alto nivel de conservacidon de dichas
caracteristicas, tanto en bacterias patégenas como en
PGPB, su reconocimiento produce la activaciéon de una
respuesta basal o PTI, la cual se describe a continuacién.
Como resultado de la induccién de esta primera capa
de defensa, se incrementa la produccién de RoOS y se
activan las cascadas de senalizacion tipo quinasa, entre
otras respuestas, que logran restringir el crecimiento
de los microorganismos (Zipfel, 2014).

La PTI es un mecanismo de resistencia basal que
provee una respuesta inmune robusta ante el ataque

de muchos microorganismos; no obstante, algunos
microorganismos patégenos han evolucionado para
reprimir la PTI. Su estrategia consiste en producir y
secretar proteinas de virulencia llamadas efectores en
elinterior de la célula vegetal, a través delinyectosoma
o sistema de secrecion tipo 11 (Bittner, 2016). En
respuesta, las plantas han desarrollado una segunda
capa de defensa incorporando proteinas receptoras
intracelulares, las cuales detectan la actividad de los
efectores una vez que son translocados al interior de
la célula huésped durante el proceso de infeccidn.
El reconocimiento del efector por parte del receptor
intracelular lleva a la activacién de la ETI, la cual
se asocia con la muerte celular del tejido vegetal
infectado, lo que impide la multiplicacién del patégeno
y la colonizacidn del huésped (Jones & Dangl, 2006).

Gracias al descubrimiento del sistema de secrecién
tipo 11 en bacterias patégenas de plantas y
animales, se ha podido determinar su importancia
en la interaccién bacteria-huésped. Un ejemplo
ampliamente estudiado es la bacteria Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst) (Roine et al., 1997). Pst
DC3000 es una de las cepas mejor caracterizadas
debido a su capacidad parainfectar a la planta modelo
Arabidopsis thaliana, asi como al tomate (Solanum
lycopersicum) (Preston, 2000). Pst DC3000 cuenta con
un total de 36 efectores, dentro de los cuales AvrPto es
uno de los mas estudiados (Buell et al., 2003; Ronald
etal.,, 1992). En el momento de la infeccidn, el sistema
de secrecidn tipo 111 moviliza el efector AvrPto desde
el citoplasma de la bacteria hacia el citoplasma de la
célula vegetal huésped, donde el efector es detectado
por el receptor intracelular Pto (Martin et al., 1993).
La interaccién proteina-proteina entre AvrPto y Pto
recluta la proteina Prf, la cual reconoce este complejo
de proteinas y cuya presencia confiere resistencia
ante cepas de Pst que expresen el efector AvrPto
(Pedley & Martin, 2003; Salmeron et al., 1996). Es asi
como Psty S. lycopersicum conforman un patosistema
que ha permitido el estudio de la especificidad
huésped-patégeno.
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Al igual que Pst, las PGPB, como Rhizobium, emplean el
sistema de secrecidn tipo 11l para infectar a su planta
hospedera (Schmeisser et al., 2009). Sin embargo,
a diferencia de la actividad parasitica de Pst sobre el
tomate, las PGPB interactian de manera mutualista con
el huésped, lo que indica la presencia de mecanismos
de supresion de la respuesta inmune de la planta, y
esto les permite a las PGPB evadir el reconocimiento
por parte de la PTI e infectar exitosamente a su
huésped. Por esta razén, la interaccién planta-rizobio
se ha establecido como un modelo para estudiar las
estrategias empleadas por este endosimbionte para
colonizar plantas leguminosas.

Lasbacterias PGPBposeen ciertos patrones moleculares,
como la presencia de flagelina y la secrecion de
exopolisacaridos (EPS) o lipoquitooligosacaridos (Lco),
los cuales estan asociados con la evasion de la deteccion
de la bacteria por parte de la planta (Liang et al., 2013;
Poole et al., 2018). Por ejemplo, la P6PB Burkholderia
phytofirmans, cuya flagelina contiene el patrén
molecular flg22, reconocido por la proteina receptora
del huésped FLS2, provoca una respuesta inmune débil
en comparacién con la respuesta de otras bacterias
fitopatégenas en plantas de mora (Trda et al., 2014). Por
otro lado, la percepcion de Rhizobium por parte de las
plantas leguminosas esta asociada a la presencia de
EPsS. Con la identificacidn de la proteina receptora Epr3
en la planta leguminosa silvestre Lotus japonicus, se
ha podido establecer que la unién de las moléculas de
EPS con el receptor Epr3 contribuye a la supresion de la
reaccion inmune (Kawaharada et al., 2015). Por ultimo,
los Lco o factores Nod sintetizados por Rhizobium han
demostrado tener la capacidad de bloquear la activacion

de PTI en plantas como Arabidopsis thaliana, tomate,
maiz y soya (Liang et al.,, 2013). En conclusion, las PGPB
han desarrollado estrategias efectivas para modular la
amplitud de la respuesta inmune en el nivel de la PTI,
con el fin de asegurar un proceso de infeccion exitoso
en las plantas.

El andlisis de genomas y estudios de mutagénesis
en rizobios han revelado la presencia de genes
codificantes para el sistema de secrecién tipo 1. Si
bien esta maquinaria es considerada exclusiva para
patégenos de plantas y animales, su presencia en PGPB
como Rhizobium sugiere una funcién en la interaccién
simbidtica entre la bacteria y la planta leguminosa
(Marie et al., 2001; Tampakaki, 2014). Algunas otras
bacterias en las que también se han reportado sistemas
de secrecidn son Sinorhizobium fredii NGR234 (Viprey et
al., 1998), Bradyrhizobium japonicum USDA110 (Krause
et al,, 2002) y Mesorhizobium loti MAFF303099 (Okazaki
et al., 2010). En Rhizobium, los genes codificantes del
sistema de secrecidn se encuentran presentes en
el pldsmido pSym y se expresan en respuesta a la
percepcion de flavonoides liberados por la raiz de la
planta (Tampakaki, 2014). No obstante, la presencia
del sistema de secrecion tipo 111 en algunos rizobios
no indica que esta maquinaria sea ubicua entre ellos.
Adicionalmente, la presencia de este sistema de
secrecion no se correlaciona con el rango hospedero de
la bacteria simbidtica o con que dicha maquinaria sea
funcional y secrete proteinas de virulencia durante el
proceso simbidtico (Marie et al., 2001), de manera que
aun se desconoce con exactitud cudl es la contribucién
del sistema de secrecion tipo 11 en la simbiosis
Rhizobium-planta.
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Avances en el estudio de las proteinas efectoras, el
sistema de secrecion tipo 111 y su papel en la simbiosis
han sido ampliamente reportados en las cepas S. fredii y
M. lotiNGR234.Las proteinas translocadas por el sistema
de secrecion tipo 1l en Rhizobium se han denominado
nops (nodulation outer proteins), siguiendo el modelo
de nomenclatura utilizado en Yersinia (Marie et al,
2001). Dichas proteinas han mostrado tener un efecto
benéfico e inducir genes relevantes en la simbiosis con
el objetivo de suprimir la respuesta inmune de la planta
y de incrementar la eficiencia de nodulacién. Ademas
del transporte de las nops por parte del sistema de
secrecién tipo 11 de Rhizobium, se ha reportado la
presencia de proteinas efectoras pertenecientes a las
familias YopT y YopJ, las cuales tienen ortdlogos en las
bacterias Erwinia y Pst (Hotson & Mudgett, 2004; Marie
et al.,, 2001). No obstante, a diferencia del caso de las
bacterias fitopatdgenas, el sistema de secrecién tipo
Il en Rhizobium no es esencial para infectar la célula
hospedera, ya que existen cepas capaces de formar
nédulos enraices de plantas leguminosas en ausenciade
dicho sistema, aunque estudios con cepas de Rhizobium
que si expresan este sistema han demostrado que su
presencia tiene un efecto benéfico en la formacion de
nddulos en distintas especies de plantas leguminosas
(Tampakaki, 2014).

La secuenciacién de genomas de bacterias simbidticas
ha detectado la presencia de sistemas de secrecidn, asi
como de proteinas efectoras ortélogas, para bacterias
patégenas (Nelson & Sadowsky, 2015), en otros modelos
de simbiosis, como la interaccién entre Sinorhizobium
spp. Yy Medicago spp. A diferencia de Rhizobium,
Sinorhizobium posee un sistema de secrecién tipo v,
el cual es usado por las bacterias patogénicas para
translocar moléculas de ADN, toxinas y proteinas
efectoras (Berger & Christie, 1994). La secrecién de
estas moléculas hacia las células vegetales es clave
para iniciar el proceso de infeccion en el hospedero.

Estudios de genética inversa han identificado genes
putativos codificantes para proteinas efectoras en
cepas de Sinorhizobium meliloti y Sinorhizobium
medicae; un ejemplo es la proteina efectora TfeA,
inyectada por el sistema de secrecién tipo Iv de
Sinorhizobium spp. Analisis del impacto de un mutante
en TfeA en la cepa de Sinorhizobium spp. establecieron
una relacion directamente proporcional entre la
ausencia de esta proteina efectora y la disminucién en
el nidmero de nédulos formados durante la simbiosis

con Medicago truncatula (Nelson et al., 2017). Por otro
lado, estudios del efecto de la delecidn del sistema de
secrecidén tipo Iv en Sinorhizobium spp. establecieron
una alta correlaciéon entre su ausencia y la baja
competitividad en la formacién de ndédulos con respecto
a la cepa silvestre. Similarmente, este fenotipo ha sido
observado en otros modelos de interacciéon planta-
bacteria. Por ejemplo, la mutacién del sistema de
secrecidén tipo Iv en M. loti o alguno de sus efectores
ocasioné una reduccién en el ndmero de ndédulos
formados por su planta simbiotica Lotus corniculatus
(Hubber et al., 2004). Asi pues, en conjunto, estos
resultados muestran cédmo el sistema de secrecién
tipo Iv o las proteinas efectoras translocadas a través
de este modulan la interaccion planta-bacteria durante
la simbiosis.

En resumen, hay muchos factores que contribuyen
en la interaccién planta-bacteria. A lo largo de este
capitulo hemos mostrado distintos escenarios en los
que la presencia de proteinas efectoras o del sistema
de secrecién es requerida para la colonizacién de
la planta huésped. No obstante, hay excepciones
en las que, aun en ausencia de estos, la bacteria
logra colonizar la planta e incluso generar un mayor
nimero de nédulos. Estas diferencias en la respuesta
presentada se deben a la presencia de genes de
resistencia en las plantas, los cuales, al reconocer los
MAMP o las proteinas efectoras translocadas por el
sistema de secrecién, inducen una respuesta inmune
tipo PTI 0 ETI, respectivamente, con la que previenen la
formacion de nédulos en la planta (Hubber et al., 2004;
Yasuda et al., 2016).

Finalmente, el estudio de la funcién de las proteinas
efectoras transportadas por los sistemas de secrecién
en PGPB proporcionard mas informacién sobre cémo
las rizobacterias se comunican con el huésped
para alterar la funcién de las células vegetales e
incrementar la formacién de ndédulos. Aiun quedan
muchos interrogantes por resolver en la interseccidn
de la microbiologia de suelos y la fitopatologia
molecular. Preguntas enfocadas en conocer coémo las
plantas pueden atraer microorganismos benéficos
y al mismo tiempo evitar ser colonizadas por
microorganismos patdgenos presentes en el suelo,
o0 cémo las interacciones microbio-microbio afectan
las interacciones planta-microbio, abarcan areas
de investigacion de interés actual en el campo de la
biologia molecular de plantas y microbios.
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El avance en las técnicas
de secuenciacion y
edicion génica prometen
revolucionar diferentes
campos de la biologia,
incluyendo la salud
humana y la produccion
vegetal, ya sea mediante
la modificacion genética
de las especies 0 mediante
el mejoramiento de

sus interacciones con

sus microbiomas.

]

AN

Perspectivas

La composicién de estos microbiomas puede desempenar un papel
determinante en la salud del hospedero, humano y vegetal, y por tanto
el entendimiento de sus funciones e interacciones es clave para su uso
racional. A continuacion se presentan algunas de las perspectivas en el uso
e implementacion de tecnologias basadas en PGPB.

Biologia mecanistica en PGPB e
ingenieria biomolecular

Aunque muchos de los mecanismos asociados a la promocidn del crecimiento
vegetal han sido descifrados, todavia muchas preguntas quedan por ser
respondidas, algunas de las cuales estan enfocadas en las bases moleculares
de la interaccidn entre la planta y los microorganismos. Por ejemplo, ;c6mo
la planta y los microorganismos se comunican?, ;cdmo la composicién de los
exudados conlleva cambios particulares en el perfil de expresiéon génica de
las bacterias?, ;como se da el proceso de colonizacién radicular en especies
enddfitas?, jcdmo el microorganismo previene la accién del sistema inmune
de la planta? En realidad, muchas de estas lecciones pueden ser extraidas del
conocimiento existente de la interaccion entre planta y fitopatégenos, como
se describié previamente, pero mas investigacion es requerida para descifrar
estas vias moleculares en organismos benéficos.

Capitulo 2. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal: filogenia, microbioma, y perspectivas

71




72

El conocimiento de los detalles moleculares que
gobiernan la interaccién entre pGPB y la planta es
esencial. Primero, es critico conocer las sehales que
emite la plantay la bacteria sensa para lograr la primera
interaccion. Estos mecanismos, por ejemplo, son bien
entendidos en los rizobios, en los que los flavonoides
exudados por la planta llevan a la sintesis bacteriana
del factor Nod; la secrecién de Nod, posteriormente,
resulta en la modificacién del perfil génico de la planta
y en la formacién de la estructura especializada
conocida como nddulo. Si otros mecanismos asociados
estdn involucrados en el establecimiento de otras
interacciones planta-microorganismo, aun deben ser
investigados con mas detalle. Segundo, en el caso de
que estos organismos sean capaces de invadir el tejido
radicular, la identificaciéon de las senales moleculares
que le permiten al microorganismo ocultarse del
sistema inmune de la planta es clave. Por ejemplo,
las plantas pueden identificar la presencia de la
proteina flagelina flg22; la existencia de variaciones
en esta proteina, la cual es altamente conservada, o la
sustitucion de esta por otra proteina homoéloga podrian
evitar el reconocimiento por parte del huésped vy, por
tanto, favorecer el establecimiento de la interaccién.
Un conocimiento mas profundo de estos detalles
moleculares podria favorecer la seleccién de variantes
microbianas con mayor potencial y, por tanto, el diseno
de inoculantes mas eficientes.

Adicionalmente, esimportante entender los mecanismos
qgue regulan algunas de las capacidades de promocidn de
crecimiento vegetal. Si bien algunos mecanismos, como
la fijacién de nitrégeno —simbidtica y asimbidtica—, son
entendidos en alto detalle, otros, como la solubilizacién
de fésforo —inorgdnico u organico—, la produccién de
moléculas tipo fitohormona o los mecanismos a través
de los cuales las bacterias protegen a las plantas de
algunos estreses abidticos, como salinidad o sequia,
son entendidos en menor grado. Con respecto a la
solubilizacion de fésforo, es importante entender si en
algunas especies el proceso se da de forma inducible,
lo que se puede lograr mediante 1) el analisis de
transcriptomas bacterianos en diferentes condiciones,
2) el uso de screenings insesgados de mutantes
bacterianos generados con transposones o la tecnologia
CRISPR-Cas, 3) y el uso de herramientas tradicionales
de biologia molecular. El entendimiento de las vias
moleculares asociadas puede permitir la seleccién de
mejores cepas o el mejoramiento de las ya existentes.
En el caso de la sintesis de compuestos tipo fitohormona,
es importante identificar los genes asociados y su
regulacién, por medio de una estrategia similar a la

descrita para la solubilizacién de fédsforo. Finalmente, es
necesario entender la forma como las bacterias influyen
positivamente sobre plantas que crecen en presencia de
estreses abioticos debido a la disminucidn en el tamafo
de las dareas cultivables por deforestacién o cambio
climatico, y aunque los resultados de AGROSAVIA y otros
grupos de investigacion sugieren un papel fundamental
de las bacterias en la prevencién del estrés hidrico,
los mecanismos involucrados aun no son entendidos
completamente.

En resumen, un mayor conocimiento de la biologia basica
nos permitird seleccionar mejores microorganismos
y disefar inoculantes mas eficientes para diferentes
cultivos, lo cual, junto al uso de herramientas integradas
de manejo de los cultivos, puede impactar en los
costos econémicos de produccién y, por tanto, en la
competitividad del sector agricola.

Disenno de comunidades
bacterianas sintéticas

En el suelo, al igual que en otros ecosistemas, la
competencia por nutrientes y nichos ecoldgicos es feroz.
Para ganar acceso a recursos y colonizar un nicho, algunos
microorganismos sintetizan antibiéticos, catabolizan fuentes
inusuales de carbono y otros nutrientes, respiran aceptores
de electrones alternativos, usan estrategias sofisticadas
para la colonizacion del hospedero, etc., y por ello no solo
sus propiedades como PGPB pueden ser consideradas en
el proceso de seleccidon de inoculantes bioldgicos. Es por
ello por lo que, en ocasiones, el efecto benéfico de estos
organismos debe ser evaluado primero in vivo, para tomar
decisiones mas informadas acerca de su potencial para
promover el crecimiento de especies vegetales.

Diversos estudios del microbioma de las plantas han
revelado una diversidad de especies asociadas a la
rizésfera mas grande de lo que se estimaba, lo cual
no solo refleja la complejidad de las interacciones
que ocurren en este ecosistema, sino que también
evidencia los retos que una bacteria con potencial
demostrado para la promocién del crecimiento tiene
que sobrellevar para ejercer un efecto sobre la
planta. Adicionalmente, este contexto ilustra que la
modulacidn de comunidades naturales o el disefo de
comunidades sintéticas pueden garantizar una mayor
probabilidad de éxito, puesto que suponen una mayor
capacidad de colonizacién del nicho y, por tanto, de
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efecto sobre la planta. Los aspectos técnicos para la elaboracién de un
inoculante biolégico basado en el manejo de la comunidad microbiana
de la rizésfera requieren, no obstante, de mucha investigacion,
puesto que el nimero de posibles interacciones bipartitas (en el caso
minimo) de un nimero n de microorganismos crece exponencialmente.
Alternativamente, el uso de modelos estadisticos puede poner en
evidencia el nimero minimo de microorganismos de una coleccion
de microorganismos que se requieren para afectar positivamente
el crecimiento de las plantas. En todo caso, el entendimiento y la
modelacién de las complejas relaciones que ocurren en estos ambientes
complejos permitirdn disefar inoculantes con precisién vy, asi, reducir
los costos econdmicos y ambientales asociados al uso indiscriminado
de agroquimicos.

El disefo de comunidades sintéticas puede ser elaborado de forma
racionaly podriainvolucrar la evaluacién de las combinaciones factoriales
de microorganismos con capacidad comprobada para la promocién de
crecimiento vegetal con mecanismos complementarios. Es decir, se podria
evaluar el uso de microorganismos capaces de modular los niveles de
nitrégeno o fésforo disponibles en el suelo, sintetizar hormonas o proteger
a la planta de patdgenos, por ejemplo. La evaluacién de estas capacidades
requiere de herramientas en biologia molecular que permitan aislar los
mecanismos asociados y asi poder seleccionar combinaciones sinérgicas.

Capitulo 2. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal: filogenia, microbioma, y perspectivas

Aiin mds, el conocimiento
generado relacionado con el
microbioma de las plantas
sugiere que mds géneros
microbianos deben ser
considerados en el proceso
de aislamiento, de modo
que el inoculante pueda
representar de manera
mds cercana la composicion
original del microbioma
de la planta. Futuras
investigaciones permitirdn
determinar la importancia

del microbioma inexplomdo.
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