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Resumen

Se denomina como PGPR (plant growth-promoting rhizobacteria) a un conjunto de
bacterias que habitan en la rizosfera de las plantas y que producen en ellas todo tipo de
beneficios. Potencian su crecimiento, mejorando la disponibilidad o la absorcion de
minerales y otro tipo de compuestos (nitratos, fosfatos, etc.), ayudan a la produccién de
hormonas necesarias en el desarrollo de los vegetales (fitohormonas, giberelinas...).
Ademaés protegen a plantas y cultivos contra posibles agentes patdégenos y combaten la
contaminacion de los suelos, ya sea por contaminantes de tipo organico o inorganico.
Estas caracteristicas hacen de las PGPR bacterias muy estudiadas a dia de hoy por su
potencial, no solo para la mejora en el crecimiento de cultivos o el ejercicio como
agentes de biocontrol, sino también en la variedad de posibilidades tanto de
descontaminacion de suelos como de reforestacion y recuperacion de ecosistemas. Hoy
en dia también se estan investigando cepas bacterianas modificadas genéticamente que
mejoran e incluso potencian la accion e interaccion con las plantas, cuando
anteriormente las condiciones eran desfavorables, ya fuese debido a los cultivos, a los

suelos o a los propios microorganismos.
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1. Introduccion

Aunque no se sabia de la existencia de las bacterias hasta el descubrimiento de
determinados "animales microscépicos” por Anton von Leeuwenhoek (1983), su
utilizacion para estimular el crecimiento de las plantas ha sido explotado desde la
antiguedad. Teofrasto (372-287aC) sugirié la mezcla de suelos para remediar defectos y
agregar corazon a éste (Tisdale y Nelson; 1975). Kloepper y Schroth (1981)
introdujeron el término "rizobacterias” refiriéndose a las comunidades bacterianas del
suelo, que, competitivamente colonizaban las raices de las plantas y estimulaban su
crecimiento, reduciendo de este modo la incidencia de enfermedades en ellas.
Denominaron estas rizobacterias beneficiosas como PGPR (Plant growth-promoting
rhizobateria) (Cook; 2002). Son bacterias libres del suelo que pueden directa o
indirectamente facilitar el enraizamiento (Mayak y cols; 1999) y crecimiento de las
plantas (Glick; 1995). Géneros bacterianos como Agrobacterium, Arthrobacter
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium,
Erwinia, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas y Serratia pertenecen a PGPR
(Gray y Smith; 2005). Algunos ejemplos de rizobacterias y su efecto promotor de

crecimiento vegetal se muestran en la Tabla 1.

Dado el interés creciente en la reduccion del uso de productos agroquimicos y también
por la agricultura ecoldgica, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
constituyen una alternativa al uso de fertilizantes y agroquimicos, y ademas pueden
ampliar el espectro de suelos que se pueden utilizar para el cultivo, ya que como se vera
en el presente trabajo, disminuyen el estrés y aumentan la produccion de las plantas
cultivadas en suelos pobres, degradados o incluso contaminados (Ahemad y Kibret,
2014; de-Bashan y cols; 2012). Por ello, en este trabajo se ha considerado de gran
actualidad y relevancia el abordaje de una revision bibliografica sobre el uso de estas
bacterias PGPR como alternativa ecoldgica para promover el crecimiento de las plantas,
particularmente en suelos sometidos a condiciones de estrés, o suelos degradados o

contaminados.



Tabla 1. Ejemplos de PGPR probados en distintos tipos de cultivos (Prathap y Ranjitha, 2015).
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2. Objetivos del trabajo

El objetivo es la realizacion de una revision bibliogréafica sobre la utilizacion de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) como medio de incrementar la
productividad de las plantas o aliviar sus sintomas de estrés cuando crecen bajo
condiciones desfavorables. Se ha elegido este tema ya que es de gran actualidad en el
contexto de la agricultura ecol6gica, de la preocupacion por el uso continuado e
incrementado de fertilizantes, de la disminucion y agotamiento del suelo cultivable y del

cambio climatico. En este proyecto se abordaran los siguientes objetivos:

. Revisar el concepto de rizosfera, asi como las interacciones suelo-planta-

bacterias que se dan en esta porcion de suelo intimamente asociada a las raices.

. Describir las propiedades promotoras del crecimiento vegetal de los

microorganismos rizosféricos y comprender los mecanismos que las sustentan.

. Explorar las aplicaciones de las bacterias PGPR para mejorar el crecimiento de

los cultivos en suelos pobres, degradados o contaminados.

. Revisar las formulaciones que se utilizan actualmente para la aplicacion de

bioinoculantes en campo.



. Conocer las posibles aplicaciones de los microorganismos modificados

genéticamente como alternativa para ampliar las capacidades de los PGPR.

3. Metodologia

Para la realizacion de este trabajo de revision bibliografica se han consultado las
siguientes bases de datos: CAB Abstracts, Medline y PubMed PubMed. Las busquedas
de articulos en internet se han realizado desde lugares como google académico, Springer
0 Sciencedirect. Se han utilizado como palabras claves: PGPR, rizosfera,
rizoremediacion, bioremediacion, estrés, produccion, formulaciones (tanto en espafiol

como en inglés).

4. Rizosfera e interacciones planta-microorganismos

Las interacciones planta-microorganismos suelen ocurrir principalmente en tres lugares
de la planta: filosfera, endosfera y rizosfera. La filosfera se relaciona con las partes
aéreas (tallo, hojas y flores o frutos) y la endosfera con el sistema de transporte. La
rizosfera, donde se centra nuestro trabajo, puede definirse como cualquier volumen de
suelo influenciado por las raices o en asociacion con ellas y el material producido por la
planta (Hinsinger y cols; 2005). Suele extenderse a pocos milimetros de la superficie de
las raices, aunque su geometria no es exacta, sino que depende de las condiciones
ambientales y de los exudados radiculares secretados por la planta (Hinsinger y cols;
2005, 2008). Esta regién de suelo es mas rica en bacterias que todo el resto (Hinsinger y
cols; 2005, Dzantor; 2007). Las poblaciones microbianas alrededor de las raices
incluyen bacterias, hongos, levaduras y protozoos. Las concentraciones de bacterias en
los sustratos superiores pueden contener hasta 10° células por gramo de suelo (Torsvik y
Ovreas; 2002). Es un area de intensa actividad bioldgica y quimica influenciada por los
compuestos exudados por la raiz, que incluyen &cidos organicos, azucares, aminoacidos
y pequefios péptidos, metabolitos secundarios, etc. (Hinsinger y cols; 2005; Suckla y
cols; 2011). Las interacciones entre los microorganismos y la rizosfera pueden ser
beneficiosas, perjudiciales o neutras para las plantas, y el efecto puede variar como
consecuencia de las condiciones del suelo (Singh y Varaprasad; 2008). En cualquiera de

los casos, se ha comprobado que las comunidades bacterianas que se incluyen como
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PGPR en esta seccion de la planta estan intimamente asociadas con nutrientes como el
carbono, fosforo, nitrégeno y azufre, asi como con la eliminacién de toxinas y

produccion de fitohormonas o antibidticos, etc. (Cardoso y Freitas; 1992).

5. Mecanismos de accion

Los mecanismos de accién de los PGPR en el crecimiento de las plantas son variados y
se pueden clasificar, de manera general, en extracelulares (ePGPR) que ocurren en el
exterior de la rizosfera; en los espacios entre células del cortex de la raiz, o
intracelulares (iPGPR). Segun su accién se dividen principalmente en dos tipos:
Directos e indirectos (Fig. 1). La diferencia principal es que los mecanismos indirectos
ocurren fuera de la planta, mientras que los directos ocurren dentro de ella y afectan
directamente a su metabolismo a través de la modificacion de la expresion de genes
(Birch y Kamoun, 2000).

PROVIDING NUTRIENTS TO PLANTS
+ Symbiotic and non-symbiotic nitrogen fixation
« Production of phytohormones
{ * Indole acetic acid (IAA)
» Cytokinins
* Gibberellins (GAs)
+ Solubilization of phosphate and minerals

Mechanics of
PROTECTS PLANTS FROM DROUGNT, SALINITY & e
OTHER ABIOTIC STRESSES ]r(C_Jrrr\x
= Modulation in the levels of plant stress markers
« Peroxidases (POX)

« Super oxide dismutase (SOD) PROTECTS PLANTS FROM DISEASES & INFECTIONS
« L-Proline f (BIOTIC STRESSES)
+ Polyphenoloxidase (PPO), etc. + Siderophore production

+  Production of ACC deaminase + HCN production
* Production of antibiotics

« Production of fungal cell wall degrading enzymes
* Glucanases
« Chitinases

+ Induced Systemic Resistance (ISR)

Figura 1. Mecanismos de accién de las PGPR. Extraida de: Portraying mechanics of plants growth
promoting rhizobacteria: A review. (Goswami y cols; 2016).

5.1 Mecanismos de accion directos
5.1.1 Fijacion de nitrogeno

El nitrégeno es uno de los principales nutrientes de las plantas, siendo un factor

limitante en el crecimiento de éstas y, como consecuencia, en los ecosistemas de
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explotacion de la agricultura. Segun los estudios realizados (Oberson y cols; 2013),

podemos clasificar las cepas bacterianas en dos categorias de diazotrofos principales:

En primer lugar encontramos bacterias simbiéticas asociadas a las leguminosas, que

infectan la raiz, produciendo nodulos (Fig. 2). Un ejemplo representativo de este primer

tipo se observa en los rizobios.

” ‘ 4- ¢ ¥ . /R
o A ﬁ,& WS _Por \ Ay ‘ / !

Figura 2. lzda. Plantas de Trifolium repens. Dcha. Nodulos formados por Rhizobium leguminosarum.
(Canals; 2016).

El segundo grupo bacteriano es conocido como fijadores de nitrégeno de vida libre. En
él se incluyen especies de los géneros Azospirillum o Azoarcus (Tabla 2). Este grupo de
bacterias se encuentra cerca de los tejidos de la raiz, aunque no la invaden. Se
caracterizan por realizar la fijacion del nitrégeno atmosférico (Merrick; 2004; Santi y
cols; 2013), y ademas de su utilizacion (gracias a las enzimas nitrogenasas que poseen),
proveen también a las plantas, que se aprovechan de los productos de su metabolismo
(absorcion en forma de nitratos) (Steenhoudt y Anderleyden; 2000; Park y cols; 2005).

Tabla 2. Ejemplos de especies PGPR y su habilidad para fijar nitrégeno atmosférico en determinados
cultivos. Tomado de Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR): emergence in agriculture
(Bhattacharyya y Jha 2011).

PGPR Relationship to host Host crops Sample references
Azospirilluen sp. Rhizospheric Maize Garcia de Salamone et al. (1996)

Rice Malik et al. (1997)

Wheat Boddey et al. (1986)
Azoarcus sp. Endophytic Kallar grass Hurek et al. (2002)

Sorghum Stein et al. (1997)
Azorobacter sp. Rhizospheric Maize Pandey et al. (1998)

Wheat Mrkovacki and Milic (2001)
Bacillus polvmyvxa Rhizospheric Wheat Omar et al. (1996)
Burkholderia sp. Endophytic Rice Baldani et al. (2000)
Gluconacetobacter sp. Endophytic Sorghum Isopi et al. (1995)

Sugarcane Boddey et al. (2001)
Herbaspirvillum sp. Endophytic Rice James et al. (2002)

Sorghum James et al. (1997)
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Independientemente de que el modo de fijacion del nitrégeno sea simbiotico o no, se ha
demostrado mediante varios estudios que al afiadir PGPR a los cultivos vegetales, se
aumentan notablemente la cantidad de nitrogeno disponible, asi como los rendimientos

de las plantas.

5.1.2 Solubilizacién de fosfato

Después del nitrogeno, es el fésforo el mayor nutriente limitante en las plantas.
Ironicamente, los suelos pueden contener grandes reservas de fosforo total, pero la
cantidad disponible para las plantas suele ser una pequefia proporcion de éste. Esto se
debe a que la vasta mayoria del fosforo se encuentra en formas insolubles (Glass; 1989),
ademas de hallarse unido o adsorbido a materia organica del suelo (Fig. 3). Las plantas
solo pueden absorber este mineral en dos formas idnicas solubles, la monobasica
(H2POys) 'y la dibasica (HPOs*) (Jha y Saraf; 2015). Sin embargo las bacterias PGPR
son capaces de solubilizar el fosfato poniéndolo a disposicién de la planta y dandole
ventaja frente a todas las plantas que carecen de microbiota capaz de solubilizar este
elemento (Oteino y cols; 2015; De Souza y cols; 2015).

Las bacterias que solubilizan el fosfato utilizan diferentes mecanismos para convertir las
formas insolubles de fosforo en formas solubles. EI primero de ellos esta basado en la
secrecion de é&cidos producidos en el metabolismo de los azlcares. Los
microorganismos utilizan los azlcares que toman de los exudados de las raices de las
plantas, lo metabolizan y liberan &cidos organicos como el acido butirico, oxalico,
succinico, malico, glucénico, acético, lactico, citrico, entre otros, que actlan como
buenos quelantes de los cationes de calcio (Ca?* principalmente, aunque también hierro
(Fe) aluminio (Al) y magnesio (Mg)) que acompafian a la liberacion de fosfatos a partir

de compuestos fosfaticos insolubles (Goswami y cols; 2014).

Otro método de obtencion de fosfatos, especialmente en suelos que tienen déficits de
éste, es mediante unas enzimas producidas por determinados tipos de bacterias,
conocidas como fosfatasas. Estas enzimas son capaces de solubilizar mediante hidrdlisis
el fosforo organico procedente de materia organica. De todas las fosfatasas cabe
destacar las fitasas, capaces de hidrolizar el hexafosfato de inositol o fitato, que
constituye alrededor de un 80% del total de formas en que podemos encontrar el fosforo

organico (Alexander; 1977). Géneros bacterianos como Azospirillum, Azotobacter,
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Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium y Serratia se reportan como las bacterias
solubilizadoras de fosfato més significativas (Mehnaz y Lazarovits; 2006).

Plantresidues Atmospheric

I n pUtS Weathering of P

Manures (FYM) wet (PO,%) &
minerals (mainly Mineral fertilizers dry deposition
apatites) Waste &

byproducts

w
[ e r - )
o P, in non-
= Sorbed P, O a{‘oﬂ living organic
O SOz, 2 —_— mob\\ﬂ matter
S ~ 7 Soil W T o
@ SO . iz
L %o, solution 4jne®
o wer, P1&Pe 4, 1
oS oo,

w Precipitated - “a{\of‘ — %5, Microbial
(@) Ca-, Al-, Fe- Prec-\p OS’G/,é. I biomass
e phosphates oy, P
(N

Erosion Leaching to Plantup-

(wind: aerosol, grouncdwater & take & crop

Losses water: surface drainage removal

runoff) systems

Figura 3. Representacion esquematica del ciclo del fésforo en el suelo. Formas quimicas del fésforo y

mecanismos de intercambio entre ellas (Kruse et al; 2014).

5.1.3 Produccién de fitohormonas

Se trata de hormonas vegetales que regulan parametros como el crecimiento, la divisién
celular o extension de la raiz (Glick; 2014). Este es uno de los aspectos donde mas
importancia tienen los PGPR, ya que suscitan un gran interés desde un punto de vista

agricola. Las principales fitohormonas son auxinas, giberelinas y citoquininas.

e Auxinas

Diversas especies bacterianas producen auxinas como producto de su
metabolismo, incluyendo indol-3-4cido acético (IAA), indol-3-4cido butirico

(IAB) o sus precursores, cuyas rutas de sintesis se muestran en la Fig. 4. Estas
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moléculas han sido ampliamente estudiadas, y tienen una gran influencia en el
crecimiento de los vegetales, especialmente de la raiz. Se sabe que el IAA
estimula tanto las respuestas rapidas (por ejemplo, aumento de la elongacién
celular) como las de largo plazo (por ejemplo, la division celular y la
diferenciacion). Plantas bajo el tratamiento a largo plazo de IAA tienen raices
altamente desarrolladas. También controlan el desarrollo de raices laterales
(Lavenus y cols; 2013), asi como el numero y la longitud de pelos absorbentes
(Salazar-Henao y cols; 2016), que a su vez le permiten absorber mejor los
nutrientes, ayudando a su crecimiento general (Aeron y cols; 2011). Las auxinas
también estan implicadas en la regulacion de la dormancia y la germinacion de
las semillas (Liu y cols; 2013; Shu y cols; 2016).

HOOC._ - .
| l | Aminotransferasa

Triptofano-2- NH, Ny ‘
¢ h v
monooxigenasa H 3
(laaM) EROK
: TRP |
O N
H
HN _ R Indol-3-piruvato | IPA
I | N descarboxilasa
o N~ 2 (IPDC)
mm M M
l | |y J
. (e} NN F
Indol-3-acetamida ?Xl
hidrolasa 3 Indol-3-acetaldehido
(IaaH) HOOC 7 | | deshidrogenasa (lad 1) | ATAld
N <—J
H
AIA
lado derecho, via indol-3-piruvato (IPA) lado izquierdo, via indol-3-acetamida (IAM)  TRP: triptéfano AlA: acido indol-3-acético
IPA: acido indol-3-pirivico AlAld: acido indol-3-acetaldehido IAM: indol-3-acetamida

Figura 4. Vias de biosintesis del acido indol-3-acético en bacterias (Vega-Celedédn y cols; 2012).
Giberelinas

Son un amplio grupo de hormonas (mas de 120 moléculas diferentes aprox.), de
las cuales 4 tipos son sintetizadas por bacterias, GA1, GA2, GAs y GA2. Estas
hormonas son transportadas desde las raices a las partes aéreas de la planta,
donde los efectos que ejercen son notables y mas aun cuando las bacterias
también producen auxinas que estimulan el sistema radicular mejorando el

suministro de nutrientes para facilitar el crecimiento en la parte aérea (Wong y
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cols; 2015). Como ejemplo, la Fig. 5 muestra la promocion del crecimiento del

entrenudo de arroz al afadir giberelinas exdgenas.

Aungue son también de gran interés, la produccion de giberelinas por los PGPR
es rara, habiendo solo dos especies documentadas que las han producido como

son Bacillus pumilus y Bacillus licheniformis (Gutiérrez-Mafiero y cols; 2001).

(
i
\ Leaf
J
\

3 Node

| Lag period

,' | } Intercalary
i meristem

/> Node

Growth (mm

GA 3y added
to Internode
section

~

‘Control Internode section
(no GAy added)

_Exclision of internode
T section

1 A A A A | |
O 1 2 3 4 S [ 7

Time (hours) after internode excised from plant

Figura 5. Monitoreo del crecimiento del entrenudo de arroz en presencia o0 ausencia de GAs
(Kende y cols; 1992).

Citoquininas

También llamadas citocininas, son derivados de purinas que promueven y
mantienen la division celular de las plantas y estan involucradas en varios
procesos de diferenciacion incluyendo la formacion de los brotes o el
crecimiento primario de la raiz (Fig. 6). Las plantas usan continuamente
citoquininas para mantener los grupos de células madre totipotentes en sus

I6bulos y meristemos de raiz (Leibfried y cols; 2005).
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Los principales microorganismos que se han estudiado que producen estas
aminopurinas N6-sustituidas son de géneros como Pseudomonas, Azospirillum y
Bacillus, que fueron aislados en plantas tales como guisantes, cebada o canola
(Persello-Cartieaux y cols; 2001). Aunque recientemente también se ha
comprobado que géneros como Proteus, Klebsiella, Escherichia, Pseudomonas
y Xanthomonas tienen también la habilidad de producir citoquinas (Maheshwari
y cols; 2015).

Figura 6. Las citoquininas promueven el desarrollo de la raiz (Werner y cols; 2001).

Etileno

El etileno (ET) es una hormona vegetal difusible que tiene un rol preponderante
como mediador y coordinador de las sefiales internas y externas que modulan la
dindmica del crecimiento y los programas de desarrollo en las plantas (Santner y
Estelle; 2009). El ET esta involucrado en procesos muy diversos en el desarrollo
de las plantas tales como germinacion de las semillas, desarrollo de pelos
radiculares, nodulacion, maduracion de los frutos, abcisién y senescencia
(Vandenbussche y van der Straeten; 2012). También es un importante mediador
en la respuesta a distintos tipos de estrés tanto biéticos (por ejemplo ataque por
patdgenos) como abidticos (como dafio, hipoxia, frio, sequia, salinidad) (Wang y
cols; 2013; Tao y cols; 2015). A nivel génico, en respuesta a los estimulos
mencionados, el ET induce la transcripcién de un gran namero de genes (Tao y

cols; 2015). En las plantas superiores el ET es sintetizado a partir de metionina
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via los intermediarios S-adenosil-L-metionina (SAM), y é&cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico  (ACC). Las enzimas involucradas
secuencialmente en el proceso son SAM sintetasa, ACC sintasa (ACS) y ACC
oxidasa (Jonson y Ecker; 1998) (Fig. 7).

RIZOSFERA @- cetobutirato W

Figura 7. Reacciones precursoras de la sintesis de etileno en plantas, asi como la
descomposicién del precursor del ET, el acido aminociclopropano carboxilico por parte de las

bacterias PGPR productoras de la enzima ACC-desaminasa (Glick y cols; 1999).

El etileno se une a receptores de tipo proteico que reconocen moléculas pequefias de
doble ligadura. Debe ser una metaloproteina que contenga cobre 0 zinc. Los receptores
son principalmente dos: uno formado por un elemento sensor y un elemento de
respuesta (ETR), y el segundo, formado sélo por un elemento sensor (ERS). Actlian en
la traduccion y amplificacion de la sefial hormonal, observandose un aumento en la
sintesis enzimética (Dey y Vlot, 2015; Stepanova y Alonso, 2009). Los efectos
fisiol6gicos que destacan son maduracion mas rapida de los frutos, epinastia y
senescencia floral, lo que se conoce como la triple respuesta del etileno (Guzman y
Ecker; 1990; Vandenbussche y cols; 2012).
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El ET es la hormona del estrés por excelencia en plantas. Se ha demostrado
ampliamente que determinadas bacterias PGPR productoras de la enzima ACC-
desaminasa son capaces de llevar a cabo la descomposicion del precursor del ET, el
ACC, aliviando o atenuando el estrés de las plantas en situaciones ambientales adversas

(sal, sequia, calor, frio, presencia de metales pesados, etc.) (Glick, 2010; 2014).

5.2 Mecanismos de accion indirectos
5.2.1 Produccién de sideréforos

El hierro es un nutriente esencial para las plantas (Morrissey y Guerinot; 2009). Actla
como cofactor en una serie de procesos importantes como respiracion, fotosintesis y la
fijacion de nitrégeno (Rout y Sahoo; 2015). Es muy abundante por lo general en
suelos, pero su especie quimica predominante es ion Fe*3, forma que reacciona para dar
oxidos e hidréxidos que son insolubles y por tanto inaccesibles para las plantas y los
microorganismos (Colombo y cols; 2014). Frente a este problema las plantas han

desarrollado dos tipos de estrategias para la absorcién eficiente de hierro:

La primera consiste en liberar compuestos orgédnicos capaces de quelar el hierro,
reduciéndolo y haciéndolo soluble para que sea absorbido por medio de un sistema
enzimatico presente en la membrana celular de la planta a través de transportadores de
hierro como FRO y IRT (Morrissey y Guerinot; 2009; Conte y Walter; 2011). La
segunda estrategia consiste en absorber el complejo formado por un determinado
compuesto organico y el hierro en forma Fe*® para ser reducido dentro de la planta y
absorbido facilmente (Ahmed y Holmstrém; 2014), (Fig. 8).

Rizostera Membrana celular Citoplasma Rizosfera Membrana celsiar Citoplasma
SAM
Fenélicos Fenélicos AM .—n— scido mugineko (AM)
I b S
i i
/ \1> Quelado de Fe™* =N Eunnuo He v-

S \
D o, :/
4 NAD* o
Fe* % o t»i/ ﬂ—- Complojo Fa™ ¢ AM
Fo* \'“\"" \

Complejo Fo™ + AM
omplejo Fob

Figura 8. Estrategias de adquisicion de hierro por las plantas (Ma; 2005).

-16-



Algunas bacterias son capaces de liberar sustancias quelantes que atraen el hierro hacia
la rizosfera donde puede ser absorbido por la planta (Radzki y cols; 2013; Ahmed y
Holmstrom; 2014). Los sider6foros son compuestos de bajo peso molecular sintetizados
por determinados tipos de bacterias, principalmente de género Pseudomonas (P.
fluorescens y P. aeruginosa), que contienen grupos capaces de unir el hierro de manera
reversible (Haas y Defago; 2005). Los grupos funcionales mas frecuentes son

hidroxamatos y catecoles.

Ademas de para mejorar la absorcion de hierro, estos sideroforos son secretados por las
bacterias de manera que afecte a la competitividad, ya que inhiben el crecimiento de
otros microorganismos debido a que poseen accién antibiotica, e impiden el crecimiento
de patogenos limitando el hierro disponible para ellos (Shen y cols; 2013),

constituyendo pues un mecanismo de defensa frente al estrés biotico.

5.2.2 Produccioén de quitinasa y glucanasa

Uno de los mayores mecanismos de biocontrol que poseen las bacterias PGPR se basa
en la produccion de estas enzimas liticas, encargadas de degradar la pared celular de
organismos patogenos fangicos (Kobayashi et al; 2002), (Fig. 9). Enzimas secretadas
como la B-1,3-glucanasa, quitinasa, proteasa y celulasa, ejercen un efecto inhibidor
directo sobre el crecimiento de las hifas de hongos patdgenos. Bacterias pertenecientes a

los géneros Bacillus y Pseudomonas son capaces de producir este tipo de sustancias.
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Figura 9. Interacciones entre PGPR biocontrol, las plantas, los patdgenos y el suelo (Haas y Defago
2005).

6.2.3 Produccién de antibioticos

Ademas de la produccion de enzimas degradativas, los PGPR también excretan como
metabolitos secundarios sustancias antibidticas. Pseudomonas y Bacillus presentan una
agresiva colonizacién de la rizosfera, desplazando asi a otras bacterias y hongos
perjudiciales para las plantas (Lugtenberg y Kamilova; 2009).

6.2.4 Produccion de cianuro de hidrégeno y amoniaco

El HCN se forma durante la fase estacionaria de crecimiento. No participa en el
crecimiento, almacenamiento de energia o metabolismo primario bacteriano, pero se
considera un metabolito secundario que tiene un papel ecoldgico y confiere una ventaja
selectiva a las cepas productoras (Vinning; 1990). El cianuro es un agente fitotoxico
capaz de inhibir las enzimas involucradas en los principales procesos metabolicos, y su
utilizacion en areas de métodos de biocontrol estda aumentando (Devi y cols; 2007),

debido a que es biolégicamente compatible con el medio ambiente y controlan las malas
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hierbas, ademas de minimizar los efectos deletéreos sobre el crecimiento de las plantas

deseadas (Kremer y Souissi; 2001).

El amoniaco esté4 asociado con la fijacion de nitrégeno y se produce principalmente por
microorganismos capaces de fijar el N2 atmosférico y transformarlo en NHs. Estas
bacterias de entre las que destaca el género Azospirillum (Kenedy y cols; 2004) son
diazotrofos de vida libre y como resultado de este aporte de N observamos un

incremento importante del crecimiento vegetal.

6. Aplicaciones de los PGPR en el medioambiente
6.1 Fitorremediacion

La fitorremediacion es un proceso de biodegradacion in situ que utiliza las plantas
verdes y los microorganismos asociados con ellas para extraer, secuestrar o desintoxicar
contaminantes. Las plantas tienen la capacidad de absorber, acumular, degradar o
eliminar metales, pesticidas, disolventes, petréleo crudo y muchos contaminantes
industriales. La fitorremediacién es una tecnologia limpia, rentable y respetuosa con el
medio ambiente, especialmente para el tratamiento de areas grandes y difusas que estan
contaminadas. Hay muchos ejemplos exitosos en los que se ha empleado la
fitorremediacién y donde se ha documentado que funcionan bien para remediar
ambientes industriales contaminados (Macek y cols; 2000; Suresh y Ravishankar; 2004;

Vangronsveld y cols; 2009).

La fitorremediacion puede clasificarse de acuerdo al método y/o naturaleza del
contaminante, con lo que puede utilizar una de varias técnicas (Glick; 2003; Newman y
Reynolds 2004) como son:

a) Fitoextraccion: También conocida como fitoacumulacién, elimina metales tomando
ventaja de la inusual capacidad de algunas plantas para (hiper-) absorber y acumular o
translocar metales o / metaloides, concentrandolos dentro de la biomasa. El proposito de
este tipo de remediacion es reducir la concentracion de metales en suelos contaminados
para que puedan ser utilizados de manera rentable para la agricultura, horticultura,

pastoreo, etc. La biomasa cargada de metal se debe cosechar y procesar como residuo
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contaminado, con la posibilidad de recuperar el metal si se juzgara economicamente
rentable (Ghosh y Singh, 2005; Kramer, 2010).

b) Fitoestabilizacién: También conocida como fitoinmovilizacién, utiliza plantas, a
menudo en combinacion con aditivos del suelo para ayudar a estabilizar mecanicamente
los sitios para reducir la transferencia de contaminantes a otros compartimentos del
ecosistema y a la cadena alimentaria (Méndez y Maier, 2008). EI compuesto organico o

inorganico puede ser incorporado a la lignina o al humus del suelo.

c) Fitoestimulacion: Las raices de las plantas promueven el desarrollo de
microorganismos de rizosfera que son capaces de degradar el contaminante, y los
microbios utilizan exudados de raices de plantas como fuente de carbono.

d) Fitovolatilizacion/ Rizovolatilizacion: emplea las capacidades metabdlicas de las
plantas y los microorganismos rizosféricos asociados para transformar los
contaminantes en compuestos volatiles que se liberan en la atmdsfera. Algunos iones
(de los elementos de los subgrupos Il, V y VI de la tabla periédica como mercurio,
selenio y arsénico) son absorbidos por las raices, se convierten en formas menos toxicas

y volatiles, y luego se liberan mediante evapotranspiracion a traves de las hojas.

e) Fitodegradacion: los contaminantes organicos son degradados o mineralizados por

enzimas especificas.

f) Rizofiltracion: utilizar las plantas terrestres para absorber, concentrar, y/o precipitar
contaminantes en el sistema acuoso. La rizofiltracion también se utiliza para

tratar la escorrentia industrial y agricola.

Es interesante aplicar a las plantas combinaciones de microorganismos para aumentar la
eficiencia en la extraccion de contaminantes. Esta técnica se conoce como

rizorremediacion (Jing y cols; 2007), (Fig. 10).
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Figura 10. Estrategias biotecnolégicas potenciales para la fitorremediacién (Mosa y cols; 2016).

6.2 Rizoremediacion

Las plantas estdn expuestas a una amplia gama de agentes que provocan estrés
ambiental como la alta temperatura, el frio, la sequia, la salinidad, la alcalinidad, la
radiacion UV, los compuestos toxicos y la infeccion por patégenos (Fig. 11). El estrés
abiotico es la principal causa de pérdida de cultivos en todo el mundo en mas del 30%.
Entre estos agentes, la salinidad se considera uno de los mayores estrés abioticos que
limitan el rendimiento de los cultivos debido a la reduccion de la fotosintesis, la
respiracion y la sintesis de proteinas (Ahmad y Prasad; 2011). La salinidad provoca
trastornos nutricionales en las plantas que conducen a deficiencias de varios nutrientes y
un aumento drastico de los niveles de Na® (Zahedi y cols; 2012), ademas de la
produccion de especies reactivas de oxigeno que provocan estrés oxidativo y procesos
dafinos para los vegetales (Abbasi y cols; 2012).
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Figura 11. Factores de estrés bioticos y abioticos que incrementan la formacion de especies reactivas de

oxigeno (ERO) en plantas. (Meyer; 2008).

La rizoremediacion es el proceso que implica la eliminacion de agentes contaminantes
de sitios contaminados por interacciobn mutua de raices de plantas y poblaciones
microbianas adecuadas que ocurren en la rizosfera, y es considerada como el proceso de
biorremediacion mas evolucionado (Kuiper y cols; 2004; Glick; 2010; Ahemad y
Kibret; 2014). Las rizobacterias pueden ayudar directamente a la rizoremediacion
mediante la produccion de 1AA, fijacion biolégica del nitrégeno, solubilizacion de P y
secrecion de sideréforos (Bashan y cols; 2014). Ademas, las investigaciones sobre la
aplicacion de cepas de PGPR en la disminucién de la biodisponibilidad de la toxicidad
que resulta en un mejor crecimiento y desarrollo en suelos contaminados con metales
pesados a través del reciclaje de nutrientes, el mantenimiento de la estructura del suelo,
la desintoxicacion de los productos quimicos y el control de las plagas también han sido
bien estudiados (Denton; 2007).

6.3 Aplicacion de PGPR como bicontrol y biofertilizadores

La capacidad de los siderdforos y antibioticos bacterianos para suprimir los
fitopatdgenos podria ser de gran importancia para la agricultura (Fig. 12). Ambos
mecanismos tienen funciones esenciales en el antagonismo microbiano, pero también
conducen a producir resistencia inducida, lo que se conoce como IRS. La induccién de
la resistencia sistémica y las rizobacterias antagOnicas pueden ser Uutiles en la

formulacion de nuevos inoculantes, ofreciendo una alternativa atractiva de control
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bioldgico respetuoso con el medio ambiente de las enfermedades de las plantas y
mejorando los sistemas de cultivo en los que se pueden aplicar de manera mas rentable
(Beneduzi y cols; 2012). Algunas cepas de Pseudomonas y Trichoderma son conocidos
por producir antibidticos antifungicos, inducir la resistencia sistémica en la planta
huésped o interferir especificamente con factores de patogenicidad fangica (Haas y
Defago; 2005).

La capacidad promotora del crecimiento de bacterias del género Pseudomonas resulta
del efecto sinérgico de més de un modo de accion. En cuanto a los beneficios
secundarios de Trichoderma spp. sobre el crecimiento de las plantas, se han revelado
dos mecanismos principales de accion en la ultima década: 1) Aumento de la nutricion
de las plantas mediante la solubilizacién y /o la captacion mejorada de macro y
micronutrientes del suelo, y 2) Aumento de los factores de crecimiento de las plantas.
Estos mecanismos son responsables del Illamado “efecto biofertilizante” de
Trichoderma. Pseudomonas por su parte emplean generalmente una serie de
mecanismos como la produccion de antibiéticos, HCN, quitinasa, sideroforos,
amoniaco, pigmentos fluorescentes y antiflngicos volatiles para antagonizar los
patogenos (Pal y cols; 2001). Varias cepas bacterianas de PGPR estan comercialmente
disponibles en forma de productos formulados que se usan como biofertilizantes y

agentes de control biologico (Jha y Saraf; 2015).
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Figura 12. Papel de los PGPR en la fertilidad de los suelos y la salud de la planta (Prasad y cols; 2015).
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6.4 Rizorremediacion de contaminantes organicos por PGPR

Aunque los PGPR se usaron en un principio para promover el crecimiento y biocontrol
de las enfermedades de las plantas, recientemente se ha puesto mucha atencion a la
biorremediacion con ellos (Huang y cols; 2005). Los contaminantes prevalentes
incluyen hidrocarburos alifaticos y policiclicos aromaticos del petréleo, compuestos
halogenados, pesticidas, disolventes y metales. En contraste con los compuestos
inorganicos, los microorganismos pueden degradar, e incluso mineralizar los
compuestos organicos en asociacion con las plantas (Saleh y cols; 2004). Un ejemplo

caracteristico de estos contaminantes son los bifenilos policlorados.

6.4.1 Bifenilos policlorados (PCB)

Los bifenilos policlorados (PCB), en particular, figuran entre las doce familias de
compuestos orgénicos clorados enumerados inicialmente como contaminantes organicos
persistentes (COP) en el Convenio de Estocolmo (Convenio de Estocolmo sobre COP;
2015). Los PCB, debido a sus propiedades quimicas y alta estabilidad, han sido
ampliamente utilizados por las industrias en el siglo XX como fluidos dieléctricos y
refrigerantes (Qi y cols; 2014). A pesar de que su produccion ha sido prohibida
entre los afios 1970 y 1980, estas sustancias contaminan los suelos vy

sitios de fabricacion y también afectan los ecosistemas en todo el mundo.

Las bacterias capaces de degradar ciertos tipos de contaminantes organicos, como los
bifenilos policlorados (PCB), se han aislado de una serie de sitios y las vias y los genes
que codifican también han sido bien estudiados (Brazil y cols; 1995). Las bacterias y los
hongos representan los principales agentes de degradacién del PCB en el medio
ambiente, a través de dos vias diferentes (Fig. 13): La descloracion anaerébico reductora
y la degradacion oxidativa aerdbica del anillo de bifenilo (Furukawa; 2000; Field y
Sierra-Alvarez; 2008). La descloracion reductora es realizada por bacterias anaerobias
que utilizan compuestos clorados como aceptores de electrones para su metabolismo
energético, reemplazando asi a los cloro por atomos de hidrégeno (Smidt y cols; 2000).
La reduccion del namero de cloro hace que los PCB sean menos toxicos y genere
productos de cloracion (es decir, PCB con menos de cinco atomos de cloro) que son

mas facilmente degradables por microorganismos aerobios capaces de atacar el anillo de
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bifenilo (Demirtepe y cols; 2015; Chen y cols; 2014). Por su parte, la biodegradacion
oxidativa de PCBs por bacterias aerdbicas se debe a la accion de diferentes enzimas
catabdlicas expresadas por los grupos de genes bph. Estos genes, que codifican
diferentes dioxigenasas, se propagan entre las bacterias Gram negativas y Gram
positivas, incluyendo los miembros de los géneros Pseudomonas, Burkholderia,
Cupriavidus, Pandorea, Acidovorax, Sphingobium, Dyella, Achromobacter,
Corynebacterium, Rhodococcus y Bacillus y se han detectado en cromosomas,
plasmidos y transposones (Hu y cols; 2015; Field y Sierra-Alvarez, 2008; Furukawa y
Fujihara, 2008).

‘ Plant action

- Phytoextraction
- Phytodegradation
- Phytostabilization

Bacterial PGP activity _
- Biostimulation and &
stress reduction

OH
HolO O

OH O

- Biofertilization
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Figura 13. Interacciones plantas-bacterias en suelos contaminados con PCB. Las bacterias que
promueven el crecimiento de las plantas (PGP) juegan un papel importante ayudando a la planta a
prosperar en suelos contaminados. Al mismo tiempo, los exudados de las raices sostienen el crecimiento
de las bacterias y los metabolitos secundarios de la planta (PSM) inducen la expresién del operén bph,
debido a la similitud de la estructura del PCB, aumentando asi la biodegradacion en la rizosfera. (Vergani
y cols; 2016).

6.5. Rizorremediacion de metales por PGPR

De los compuestos inorganicos contaminantes, los metales son sin duda los compuestos
mas estudiados, debido a su toxicidad y capacidad de contaminacion de los suelos. La
rapida industrializaciébn y modernizacion en todo el mundo han producido la
desafortunada consecuencia de la liberacion de desechos toxicos al medio ambiente. Los

contaminantes metalicos se derivan principalmente de actividades industriales y
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agricolas. Tales liberaciones han afectado adversamente la salud humana y han
producido efectos toxicos en las plantas y en los microorganismos del suelo asociados
con ellos (Tak y cols; 2013). Los principales metales contaminantes son plomo, cromo,

cadmio, mercurio, uranio, selenio, zinc, arsénico, oro, plata, cobre y niquel.

El uso de bacterias PGPR como adjuntos en la fitorremediacion de los metales puede
facilitar significativamente el crecimiento de las plantas en presencia de altos niveles (y
de otro modo inhibitorio) de los metales (Glick; 2010). Las bacterias asociadas a las
plantas pueden usarse potencialmente para mejorar las actividades de fitoextraccion
alterando la solubilidad, disponibilidad y transporte de metales pesados y nutrientes,
reduciendo el pH del suelo y liberando quelantes (Ma y cols; 2011). Entre los
metabolitos producidos por PGPR, los sider6foros desempefian un papel significativo en
la movilizacion y acumulacion de metales (Rajkumar y Freitas; 2008).

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos para su supervivencia bajo
condiciones de estrés metélico, por las cuales pueden inmovilizar, movilizar o
transformar metales, haciéndolos inactivos para tolerar la absorcion de sus iones (Nies;
1999). Estos mecanismos incluyen la exclusién (los iones metalicos se mantienen
alejados de los sitios diana), la extrusion (los metales son empujados fuera de la célula a
través de eventos mediados por cromosoma/plasmido), alojamiento (los metales forman
complejos con las proteinas de unién a metal, por ejemplo, metalotioneinas, (proteinas
de bajo peso molecular) (Kao y cols; 2006; Umrania; 2006), biotransformacion (el
metal toxico se reduce a formas menos tdxicas) y metilacién-desmetilacion. Estos
mecanismos permiten que los microorganismos funcionen metab6licamente en un
ambiente contaminado con metales y podrian ser de tipo constitutivo o inducible
(Choudhary y cols; 2017).

La Tabla 3 muestra algunos ejemplos de bacterias utilizadas en remediacion de metales
pesados, concretamente en la técnica conocida como bioadsorcion, consistente en la
adsorcién quimica y pasiva de metales pesados a grupos cargados negativamente en la

superficie de las paredes celulares de las bacterias (Choudhary y cols; 2017).
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Tabla 3. Especies bacterianas empleadas en Biorremediacion de metales pesados (Choudhary y
cols; 2017).

Bacteria Metal Capacidad de adsorcion (mg/g) Referencias
Acinetobacter sp. Zn 36 Tabaraki y cols. (2013)
Bacillus sp. Pb 92.3 Tunali y cols. (2006)
Bacillus firmus Pb 467 Salehizadeh y Shojaosadati (2003)
Corynebacterium glutamicum Pb 567.7 Choi y Yun (2004)
Desulfovibrio Desulfuricans  Cd,Ni, Cr 99.9,98.3, 74.2 % Ock Joo y cols. (2015)
Enterobacter cloacae Pb,Cd, Ni 171.8,114.2,32.2 Banerjee y cols. (2015)
Pseudomonas aeruginosa Pb 46.1 Ahmady-Asbchin y cols. (2015)
Pseudomonas putida Pb 270.4 Uslu y Tanyol (2006)
Streptomyces rimosus Zn 30 Mameri y cols. (1999)
Aphanothece halophytica Zn 133.0 Incharoensakdi y Kitjaharn (2002)
Thiobacillus ferrooxidans Zn 172.4 Liu y cols. (2004)
Bacillus subtilis Cu 20.8 Nakajima y cols. (2001)
Micrococcus luteus Cu B35 Nakajima y cols. (2001)
Enterobacter sp. Cu 275 Bestawy y cols. (2010)
Pseudomonas cepacia Cu 65.3 Savvaidis y cols. (2003)
Pseudomonas stutzeri Cu 229 Nakajima y cols. (2001)
Sphaerotilus natans Cu 60 Beolchini y cols. (2006)
Kocuria flava Cu 90 % Achal y cols. (2011)
Zoogloea ramigera Cr 2 Nourbakhsh y cols. (1994)
Stenotrophomonas sp. Cd 320 Bestawy y cols. (2010)

6.6 Utilizacion de PGPR para revegetacion y reforestacion

Los suelos en areas subhtimedas, semiaridas y aridas son degradados por las actividades
humanas (Wang y cols; 2004) en un proceso llamado desertificacién. La desertificacion
es un problema cada vez mayor que reduce las tierras cultivables, aumenta la erosion
del suelo y las inundaciones, reduce la produccion agricola y forestal, reduce las
poblaciones rurales y aumenta el dafio a la salud respiratoria debido a la contaminacion
por polvo (McTainsh; 1986).
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Una de las teorias fundamentales sobre el fracaso recurrente de la revegetacion natural
en las &reas erosionadas del desierto y las dificultades para establecer siembra de plantas
nativas es que la capa superficial del suelo ha perdido sus microorganismos beneficiosos
asociados a las plantas y, por consiguiente, parte de su fertilidad y potencial de
crecimiento. Incluso durante afios ocasionales de lluvias abundantes, cuando el
establecimiento de plantas desérticas es mas probable (Drezner; 2006), el agua sola no
sustituye a la pérdida de fertilidad del suelo y comunidades microbianas. Al menos
algunos microorganismos promotores del crecimiento de las plantas deben ser

reintroducidos artificialmente (Fig. 14).
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Figura 14. Representacion esquematica de los usos de PGPR en los procesos de biorremediacién (de-

Bashan y cols; 2012).

El uso de PGPB para la revegetacion tiene varios beneficios: 1) Reduce los costos de
biorremediacion disminuyendo la cantidad de fertilizante y compost; 2) permite el
establecimiento de plantas en zonas erosionadas donde previamente habian crecido; 3)
mejora la salud de las plantas y el crecimiento en las zonas erosionadas y aumenta su
tolerancia a la sequia y la salinidad. Se utilizan dos estrategias en la basqueda de PGPB
compatibles con zonas erosionadas. Uno de ellos es aislar PGPB nativo del suelo o de
plantas que ya crecen alli, propagar el PGPB y utilizar el PGPB como inoculantes. Este
es un procedimiento intensivo en mano de obra que se ha probado y explicado con éxito

a continuacion para remediar los relaves mineros. El otro enfoque examina los
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aislamientos del gran numero de cepas PGPB disponibles y probadas, utilizadas
principalmente en la agricultura y las utilizan como inoculantes en los esfuerzos de

revegetacion (Bacilio y cols; 2006).

7. Comercializacion de PGPR

El éxito y la comercializacion de las cepas de rizobacterias que promueven el
crecimiento de las plantas dependen de los vinculos entre las organizaciones cientificas
y las industrias. Numerosos trabajos realizados mostraron diferentes etapas en el
proceso de comercializacion incluyendo aislamiento de cepas antagonistas, tamizado,
métodos de fermentacion, produccién en masa, viabilidad de la formulacion,
toxicologia, enlaces industriales, control de calidad y eficacia en el campo (Parada y
cols; 2006). Ademas, el éxito comercial de las cepas PGPR requiere una demanda
econdmica y viable del mercado, una accidn coherente y de amplio espectro, seguridad
y estabilidad, mayor vida util, bajos costos de capital y facil disponibilidad de
materiales de soporte.

7.1. Bioformulaciones para PGPR

Las bioformulaciones se definen mejor como productos biolégicamente activos que
contienen una 0 mas cepas microbianas beneficiosas en un material portador facil de
usar y econdémico. La mayoria de las bioformulaciones estan destinadas a la aplicacion
sobre el terreno, es esencial que se utilicen materiales portadores adecuados para
mantener la viabilidad celular bajo condiciones ambientales adversas (Bashan y cols
2014). Una formulacion de buena calidad promueve la supervivencia de las bacterias
manteniendo la poblacion disponible el tiempo suficiente para provocar los efectos
promotores del crecimiento en las plantas (Singh y cols; 2014). La bioformulacion de
rizobacterias que promueve el crecimiento de las plantas se refiere a preparaciones de
microorganismos que pueden ser un sustituto parcial o completo de la fertilizacion
quimica, los pesticidas (Fig. 15), ofrecen un enfoque ambientalmente sostenible para

aumentar la produccion de cultivos y la salud.
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In vitro assay

Growth room assay

Talc P.u. -ive Control Pf 9A-14 Psp. 80—45 Bs‘88-1

Figura 15. Screening de antagonistas bacterianos como biofungicidas potenciales, que se han preparado

en sustrato de plantas o en talco como soportes para su inoculacion en plantas (Abbasi y cols; 2016).

7.2 Disefio de formulaciones

La formulacion es la cuestion crucial para inoculantes que contienen una cepa
bacteriana eficaz y puede determinar el éxito o fracaso de un agente bioldgico. El uso de
formulaciones inoculantes que implican materiales portadores para el suministro de
células microbianas al suelo o a la rizosfera es una opcién atractiva. Los materiales
portadores estan destinados generalmente a proporcionar un nicho protector a
inoculantes microbianos en el suelo (Bashan y cols; 2014), ya sea fisicamente, a través
de la provisién de una superficie protectora o espacio de poros o nutricionalmente, a
través de la provision de un sustrato especifico. La bioformulacion de las rizobacterias
que promueven el crecimiento de las plantas debe estar compuesta de un material
portador superior, como una alta capacidad de retencion de agua, una produccion de
calor por humectacion, casi estéril, quimicamente uniforme, fisicamente uniforme, no
toxico por naturaleza, facilmente biodegradable, no contaminante, pH alrededor de la
neutralidad (o pH facilmente ajustable), y que facilite el crecimiento bacteriano y la
supervivencia (Bashan y cols; 2014). Se han evaluado muchos materiales sintéticos e
inertes, tales como vermiculita, fosfato de roca triturada, sulfato de calcio, geles de
poliacrilamida y alginato (Singh y cols; 2014).
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El secado es parte de muchos procedimientos para el desarrollo de la formulacion de
inoculantes microbianos. Se observo un porcentaje notablemente bajo de formadores de
endosporas que sobrevivieron después del secado (Nadeem y cols; 2013). Un factor que
puede tener un efecto perjudicial sobre los microorganismos secos a largo plazo es la
humedad en el medio ambiente; el aumento del contenido de humedad de la muestra
seca compromete la viabilidad. EI almacenamiento bajo vacio o en una atmosfera inerte
puede prevenir esto, pero es costoso y dificil de manejar. EI uso de cada tipo de
inoculante depende de la disponibilidad del mercado, la eleccion de los agricultores, el
costo y la necesidad de un cultivo en particular bajo condiciones ambientales especificas

(Domenech y cols; 2006).

8. Futuras estrategias de investigacion y desarrollo para PGPR

La necesidad del mundo de hoy es conseguir un rendimiento alto y una produccién
realzada de la cosecha, asi como incrementar la fertilidad de los suelos, y conseguirlo de
manera respetuosa con el medio ambiente. Por lo tanto, la investigacion debe centrarse
en el nuevo concepto de "Rizoingenieria"(Arora y cols; 2010; Pajuelo y cols; 2014),
basado en adoptar muchas estrategias posibles incluyendo ajustes de nutrientes,
regulaciones de flavonoides y facilitando la degradaciéon por inoculacion de cepas
transgénicas (Fu et al; 2012). Esto crea un escenario Unico para la interaccion entre las
plantas y los microbios. Las futuras investigaciones en biologia de la rizosfera se
basaran en el desarrollo de enfoques moleculares y biotecnoldgicos para aumentar
nuestro conocimiento de la biologia de la rizosfera y para lograr un manejo integrado de
las poblaciones microbianas del suelo (Nadeem y cols; 2013). En concreto, a dia de hoy
ya existen numerosas investigaciones de bacterias PGPR modificadas genéticamente y
que potencian la ayuda en la degradacion de metales pesados, tricloroetileno, PCB y

otras sustancias toxicas (Tabla 4).
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Tabla 4. Cepas bacterianas modificadas genéticamente para biorremediacion (Pajuelo y cols; 2014).

Microorganismo Gen introducido Planta Efectos conseguidos Referencia
utilizado
Ralstonia eutropha Metalotioneinade | Planta de tabaco Proteccion contra (Valls y cols;2000)
ratén efectos toxicos del
cadmio
Mesorhizobium Metalotioneina Astragalus Acumulacion de (Sriprang y cols; 2002)
huakuii bajo el control de cadmio en los
un promotor pnifH nodulos y proteccion
de la planta
Pseudomonas putida | Péptido de uni6n a Girasol Mejora la unién al (Wu y cols; 2006)
06909 metal (EC20) cadmio, mayor alivio
de toxicidad
Pseudomonas Operén bph de Tomate, Degradacion (Brazil y cols; 1995).
fluorescens Burkholderia guisante, alfalfa mejorada del PCB (Villacieros y cols;
xenovorans LB400 y sauce 2005).
(Powers y cols; 2011).
Pseudomonas Pb2-1. | Péptido de unién a Alamo Reduccion (Lee y cols; 2006).
Rhizobium 10320D. metal (EC20) acumulacion de
cadmio y
degradaciéon TCE

La utilidad de las PGPR es muy variada y son numerosos los estudios que demuestran
que la interaccion de estos microorganismos con las plantas potencia su crecimiento y
desarrollo. Esto puede aplicarse en beneficio humano, pudiendo crear campos con
cultivos que puedan crecer mas rapido para abastecer a la poblacién, limitando asi el
uso de otros productos, como pesticidas o abonos quimicos, que acaban desgastando el
sustrato del suelo. Este método alternativo de cultivo se presenta como una alternativa
natural en el desarrollo agricola.

Ademas de en la alimentacion, las PGPR pueden resultar muy Gtiles como hemos visto
en el marco medioambiental. Estos microorganismos son capaces de reparar y
biorremediar suelos que han sido contaminados, ya sea con metales pesados u otro tipo
de contaminantes, y también ayudar a la regeneracion de suelos que se habian perdido
debido a los efectos de deforestacion y desertificacion provocados en su gran mayoria
por el hombre. Con lo que se abre una alternativa natural muy a tener en cuenta a la
hora de trabajar por recuperar zonas del planeta que antes de daban por perdidas.

En cuanto a las perspectivas de futuro hay datos muy alentadores, ya que se esta
trabajando genéticamente con determinadas cepas de PGPR para potenciar efectos
deseados en ellas que antes no se daban u ocurrian en menor medida. Podemos ver ya
muchos estudios con cepas genéticamente modificadas de estas bacterias que son
capaces de retener en mayor cantidad metales pesados, producir més cantidad de

enzimas para degradar compuestos tdxicos, o potenciar aspectos de tipo hormonal o de
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abastecimiento de nutrientes, que sean de un modo u otro utiles en el desarrollo de las
plantas. En este sentido, los métodos de secuenciacion masiva (NGS, New Generation
Sequencing) permiten conocer los genes de las poblaciones microbianas sin el
aislamiento ni cultivo previo de los microorganismos. Estos genes pueden constituir una
fuente adicional de informacion y la posibilidad de su manipulacién genética y
expresion en otros microorganismos faciles de cultivar.

Por ultimo también se esta investigando en la forma de hacer que estas bacterias puedan
administrarse a los suelos como lo hacemos con el abono quimico hoy en dia. hay
muchas propuestas, aunque la liofilizacion parece el método mas eficaz no solo a la
hora de hacer que los microorganismos estén vivos en el momento de su uso, sino
también poder realizar preparados de administracion en polvos o encapsulados

biodegradables, para que sea asi mas sencilla su administracion.

9. Conclusiones

1. La rizosfera es la porcion de suelo intimamente asociada a las raices, la cual sustenta
una diversa y abundante poblacion microbiana en base a los exudados radiculares, asi

como las interacciones suelo-planta-bacterias que se dan en ella.

2. Las bacterias PGPR promueven el crecimiento vegetal mediante diferentes
mecanismos, tanto directos como indirectos, al tiempo que inducen la resistencia
sistémica de las plantas tanto a estreses bidticos (ataques de patdgenos) como abibticos
(sal, sequia, salinidad, temperatura, contaminantes, etc.).

3. Las bacterias PGPR son una alternativa ecoldgica para mejorar el crecimiento de los
cultivos en suelos pobres, degradados o contaminados.

4. Se estan desarrollando nuevas formulaciones para la aplicacion de bioinoculantes en
campo, lo que ademas constituye un marco de i+D y colaboracion entre los grupos de

investigacion y las empresas a nivel local.

5. La ingenieria genética, apoyada en las actuales técnicas de secuenciacion masiva,
permite obtener microorganismos modificados genéticamente con posibles nuevas

aplicaciones para ampliar las capacidades de los PGPR.
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