tendenclas

articulo de revision

Resumen

La rizosfera comprende el volumen de suelo que
se encuentra bajo la influencia de las raices
vegetales.  Dicha regién  presenta  una
extraordinaria diversidad y actividad microbiana;
principalmente debido al alto contenido en
nutrientes que proceden de los exudados
radiculares. Entre las bacterias colonizadoras de la
rizosfera (rizobacterias) algunas pueden promover
el crecimiento vegetal o actuar como agentes de
biocontrol protegiendo frente a multiples
patdgenos vegetales. En este articulo se
contempla la produccion de metabolitos
secundarios bioactivos (antibidticos) como uno de
los principales mecanismos a través de los cuales
las rizobacterias pueden proteger a las plantas
frente a enfermedades o patdgenos potenciales. A
su vez, se discute la utilizacion de dichos agentes
de biocontrol como biopesticidas en estrategias de
agricultura sostenible.

ABSTRACT

The rhizosphere comprises the volume of soil that
is under the influence of plant roots. This region
presents an extraordinary diversity and microbial
activity; mainly due to the high nutrient content
that comes from the root exudates. Among the
bacteria colonizing the rhizosphere (rhizobacteria)
some can promote plant growth or act as
biocontrol agents protecting against multiple plant
pathogens. This article contemplates the
production of bioactive secondary metabolites
(antibiotics) as one of the main mechanisms
through which rhizobacteria can protect plants
against potential diseases or pathogens. In turn,
the use of these biocontrol agents as biopesticides
in sustainable agriculture strategies is discussed.
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INTRODUCCION

El término rizosfera [del griego, rhiza (raiz) y sphere
(zona de influencia)] se acufi6 por primera vez por el
fisiologo vegetal Lorenz Hilter para definir la region
de suelo proxima a las raices vegetales que soporta
altos niveles de actividad microbiana [1]. En la
actualidad se considera a la rizosfera como el
volumen de suelo que se encuentra bajo la influencia
fisica, quimica y biologica de la raiz; incluyendo
ademas los tejidos vegetales colonizados por los
microorganismos [2]. Aunque la rizosfera esta
sometida a fuertes variaciones en el contenido en
agua [3], oxigeno [4] o valores de pH [5], su alto
nivel de nutrientes la convierten en una region
altamente favorable para el soporte de vida
microbiana. Asi, se estima que hasta el 40-60% del
carbono fijado por las plantas en la fotosintesis se
libera al medio en forma de exudados radiculares [6].
Dentro de los compuestos exudados por las raices se
encuentran nutrientes facilmente asimilables como
los azlcares, acidos organicos, aminoacidos y
vitaminas (revisado en la referencia [6]). La presencia
de estos nutrientes en el entorno radicular favorece la
aparicion de una compleja comunidad de organismos
que incluye bacterias, hongos, oomicetos, protozoos
o nematodos [2, 7, 8]. Entre ellos, las bacterias
rizosféricas  (rizobacterias)  pueden  alcanzar
densidades tan elevadas como 10" bacterias por
gramo de suelo rizosférico; lo que equivale a 2-3
ordenes de magnitud con respecto al suelo no
rizosférico [9, 10]. Sin embargo, aunque se han
identificado hasta 30000 especies de procariotas
distintas en una misma muestra rizosférica [11],
aspectos inherentes a la especie en cuestion como el
genotipo y el estado fisiolégico de la planta o la
composicion de sus exudados radiculares ejercen una
presion selectiva que, en general, resulta en una
disminucion de la diversidad bacteriana en la
rizosfera [12-14].

PROMOCION DEL CRECIMIENTO Y
BIOCONTROL MEDIADO POR BACTERIAS
RIZOSFERICAS
Las bacterias rizosféricas se pueden clasificar como
beneficiosas, perjudiciales o neutras en funcion de su
impacto en la vitalidad de la planta [15, 16]. Dentro
de esta  heterogeneidad, las rizobacterias
pertenecientes a géneros tales como Azospirillum,
Bacillus, Pseudomonas o Serratia incluyen algunas
de las especies bacterianas  habitualmente
consideradas como promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR, plant growth  promoting
rhizobacteria). Dichas bacterias son responsables de
favorecer el crecimiento y productividad vegetal;
incluyendo multitud de especies con alto interés
agricola. Asi, las rizobacterias pueden llevar a cabo
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su actividad promotora del crecimiento a través de
mecanismos directos (i-ii) o indirectos (iii-vi) tales
como: (i) la mejora del estado nutricional de la planta
mediante el aporte de nutrientes limitantes para la
planta (ej. solubilizacion de fosfato; fijacion de
nitrogeno); (ii) produccion de hormonas vegetales (ej.
etileno, auxinas, citoquininas, acido abscisico); (iii)
competicion por el nicho y nutrientes con organismos
fitopatdgenos; (iv) induccion en las plantas de
respuestas de defensas sistémicas frente a patdgenos;
(v) sintesis de enzimas liticas activas frente a hongos
fitopatogenos, nematodos o insectos; (vi) produccion
de compuestos con actividades antibidticas (ej.
compuestos volatiles, bacteriocinas, péptidos de
sintesis no ribosémica, poliquétidos) [2, 17, 18]. En
general, se considera que para que las bacterias
PGPRs puedan ejercer dichos efectos beneficiosos
para la planta, se requiere una colonizacion eficiente
y en altas densidades de la rizosfera [2, 19, 20].

SINTESIS DE COMPUESTOS VOLATILES Y
METABOLITOS SECUNDARIOS CON
PROPIEDADES ANTIBIOTICAS POR

RIZOBACTERIAS

Como se ha mencionado en la seccion anterior, las
bacterias PGPR pueden promover el crecimiento
vegetal indirectamente a través de su capacidad para
proteger a plantas frente al ataque de fitopatogenos.
Uno de los mecanismos que emplean es la sintesis de
compuestos volatiles y metalitos secundarios
bioactivos (antibioticos). Dentro de los compuestos
antibidticos sintetizados por las bacterias PGPR, en
este articulo se prestara especial atenciéon a los
péptidos de sintesis no ribosémica y poliquétidos;
principalmente por sus implicaciones potenciales
dentro del area de la agrobiotecnologia 'y
farmacologia.

Es frecuente que las rizobacterias sinteticen y liberen
compuestos volatiles con una funcion en el biocontrol
de fitopatogenos. Uno de los compuestos volatiles
bioactivos mejor caracterizados es el acido
cianhidrico (HCN); el cual presenta un amplio
espectro de actividades antibidticas, principalmente
como consecuencia de su capacidad para inhibir la
citocromo-c oxidasa y otras metaloenzimas [20, 21].
La importancia de este compuesto volatil para la vida
en la rizosfera queda reflejada en un estudio realizado
por Bakker y Schippers [22] en el cual estimaban que
entorno al 50% de las bacterias rizosféricas del
género Pseudomonas presentaban la capacidad de
producir HCN. Asi, la primera evidencia que
demostro el papel de HCN en el biocontrol de
fitopatogenos (ej. Thielaviopsis basicola) se obtuvo
estudiando la PGPR Pseudomonas protegens CHAOQ
[23]. Sin embargo, actualmente existen multiples
estudios que demuestran la produccion de HCN no
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esta restringida a bacterias del género Pseudomonas,
ademas de reflejar el papel determinante de la
cianogénesis para las propiedades de biocontrol de
las bacterias productoras [21, 24]. Por otro lado, las
bacterias rizosféricas sintetizan y liberan multitud de
compuestos organicos volatiles (COVs). Asi,
actualmente se han descrito alrededor de 1500 COVs
de origen fingico y bacteriano [25]. Sin embargo, se
ha llegado a determinar la produccion de mas de 100
COVs distintos por una unica rizobacteria [26].
Aunque se han aislado una gran diversidad de COVs
que inhiben el crecimiento de fitopatogenos
bacterianos y fungicos [27, 28], actualmente se
desconoce el papel bioldgico de la mayor parte de los
COVs identificados y esta linea de investigacion
representa un campo de trabajo de extraordinaria
relevancia y con enorme aplicabilidad en areas como
la agricultura sostenible.

Los poliquétidos (PQs) y péptidos de sintesis no
ribosdmica (PSNRs) constituyen los principales
metabolitos secundarios con actividades antibidticas
sintetizados por bacterias PGPR. En general, los
metabolitos secundarios bacterianos se definen como
compuestos no esenciales para el crecimiento cuyo
papel fisioldgico estaria asociado a favorecer la
supervivencia y competitividad bacteriana en un
nicho determinado. La sintesis de estos metabolitos
se produce generalmente durante la fase estacionaria
de crecimiento y el coste energético derivado de su
produccion suele ser elevado. De esta forma, su
sintesis esta generalmente muy regulada y suele ser
extremadamente  dependiente = de  diferentes
condiciones ambientales tales como la temperatura,
aireacion o la presencia de nutrientes determinados
[29, 30]. Asi, bajo las condiciones experimentales
estandar que se cultivan las bacterias, se ha
demostrado que la mayor parte de los genes
implicados en la sintesis de metabolitos secundarios
son silentes o cripticos [31, 32]. Es por ello que
estimaciones recientes indican que unicamente se han
identificado el 10% de los metabolitos secundarios
producidos por las bacterias analizadas y que
potencialmente el 99% de los metabolitos
secundarios de origen microbiano estén pendientes de
identificacion [33].

La diversidad quimica y estructural de PQs y PSNRs
es extraordinaria; lo que es fiel reflejo del amplio
espectro de actividades biologicas que presentan. Asi,
estos metabolitos pueden presentar actividades tales
como  quelantes de  hierro  (sideroforos),
antibacterianas, antifiingicas, anti-oomicetos,
nematicidas o antitumorales, entre otras [18, 20, 21,
34, 35, 36]. PQs y PSNRs constituyen dos amplios
grupos de metabolitos secundarios los cuales estan
normalmente sintetizados por grandes complejos
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multimodulares denominados poliquétidos sintetasas
(PKS) y sintetasas de péptidos no ribosémicos
(NRPS). Sin embargo, estudios in silico publicados
recientemente indican que existe una gran abundancia
de PKS y NRPS no modulares codificados por los
genomas bacterianos [37]. La sintesis de PQs y
PSNRs en los complejos multimodulares PKS y
NRPS es un proceso secuencial en el que cada
madulo es responsable, en general, de un tnico ciclo
de extension del metabolito. Asi, cada moddulo
adicionaria las unidades estructurales
correspondientes que finalmente conformaran Ia
estructura definitiva del metabolito. Dichas unidades
estructurales son aminoacidos en el caso de PSNRs;
mientras que malonil-CoA o acetil-CoA son los
constituyentes mayoritarios en PQs [34, 35]. Sin
embargo, existen metabolitos secundarios hibridos de
PSNRs y PQs, los cuales estan sintetizados de
manera conjunta por PKS y NRPS [38]. Igualmente,
merece la pena destacar que la enorme diversidad
estructural y funcional de PSNRs, PQs e hibridos
PSNR/PQ es el resultado de la accidén de una serie de
enzimas accesorias. Estas enzimas accesorias poseen
un amplio espectro de actividades (ej. hidroxilasas,
halogenasas 'y glicosilasas, entre otras) y
normalmente actian una vez se ha generado el
esqueleto estructural del metabolito (Figura 1).
Generalmente, la introduccion de estas
modificaciones es de vital importancia para la
actividad bioldgica del metabolito [34, 35, 39].

Unidades estructurales
(amino dcidos, malonil-CoA...)

Ciclos de sintesis
por PKS, NRPS o
hibridos PKS/NRPS

PQ, PSNR o hibrido
PQ/PSNR final
Actividad biologica

Fig. 1. Representacion esquematica del proceso biosintético de
poliquétidos (PQ), péptidos de sintesis no ribosomica (PSNR) e
hibridos PQ/PSNR.

El analisis de 2478 genomas bacterianos ha permitido
determinar la identificacion de 2976 conjuntos
génicos diferentes responsables de la sintesis de PQs
y PSNRs; de todos ellos, el 16%, 48% y 36%
corresponden a PKS, NRPS e hibridos NRPS/PKS,
respectivamente [37]. Sin embargo, el analisis en
profundidad de ciertos genomas ha permitido
determinar que algunas bacterias como por ejemplo
la rizobacteria Bacillus amyloliquefaciens FZB42
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pueden dedicar alrededor a un 10% de su informacion
genética a las sintesis de metabolitos secundarios [36,
40]. Ademas, la progresion en el desarrollo de
tecnologias de secuenciacion de genomas junto con el
desarrollo de herramientas bioinformaticas y métodos
analiticos ha permitido determinar el enorme
potencial de sintesis de PQs y PSNRs que presentan
multiples bacterias rizosféricas [18, 21, 36, 41]. Asi,
diferentes estudios han asociado la sintesis de
metabolitos secundarios bioactivos por PGPRs con su
eficiencia colonizadora de raices de plantas y con sus
propiedades de biocontrol frente a fitopatdgenos [18,
21, 36, 42]. De hecho, se han identificado conjuntos
génicos que codifican PKS y NRPS en aislados
bacterianos provenientes de suelos que suprimen
enfermedades de plantas [11, 43]. Ademas, se ha
demostrado la produccion de PQs y SPNRs
bioactivos por rizobacterias durante la colonizacion
radicular [44, 45, 46]; lo que sugiere el papel de
dichos metabolitos durante la interaccion con plantas.
Actualmente, bacterias pertenecientes a los géneros
Bacillus, Pseudomonas y Serratia se consideran las
PGPRs con mayor potencial biosintético de PQs y
PSNRs. Algunos ejemplos se reflejan en la Tabla 1.

Tabla 1: Ejemplos de antibidticos producidos por rizobacterias

Antibidtico Tlpo, a Funcion el RECEE
molécula productora
“Andrimid” Hibrido Antibacteria Serratia [30]
PQ/PSNR  no plymuthica
A153
“Bacillaene” PQ Antibacteria Bacillus [36]
no amyloliquefacie
ns FZB42
“Difficidin” PQ Antibacteria Bacillus [36]
no amyloliquefacie
ns FZB42
“Oocydin A” PQ Antifungico Serratia [47]
y anti- plymuthica
oomycete A153
“Pyoluteorin” PQ Antifungico Pseudomonas [60]
y Sluorescens Pf-
anti- 5
oomycete
“Rhizoxin” Hibrido Antifungico Pseudomonas [61]
PQ/PSNR fluorescens Pf-
5
“Zeamine” Hibrido Antibacteria Serratia [52]
PQ/PSNR  no plymuthica
Al153
nematicida
“Zwittermicin PSNR Antifungico Bacillus cereus [62]
A” y anti- Uwss

oomicetes

CASO DE ESTUDIO DE LA RIZOBACTERIA
MODELO Serratia plymuthica A153
Las cepas bacterianas pertenecientes a la especie
Serratia  plymuthica  presentan una  amplia
distribucion, pudiendo aislarse de muestras de suelo,
agua, aire o incluso de insectos. Sin embargo, se
aislan frecuentemente de la rizosfera de plantas de
interés agricola tales como maiz, cebolla, tomate,
trigo o patata [42]. Igualmente, se ha demostrado el
papel de multiples cepas de S. plymuthica en el
biocontrol in vivo e in vitro de numerosos patégenos
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vegetales que incluyen Botrytis cinerea, Phytophtora
cactorum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum y Verticillium dahliae, entre otros [42,
47]. Asi, la cepa S. plymuthica HRO-C48 protege a
plantas de fresa frente a hongos y oomicetos como
Verticillium dahliae y Phytophtora cactorum [48] y
es la base de RhizoStar® (patente EP 98124694.5);
un producto que prevé comercializar HRO-C48 como
un agente de biocontrol de plagas vegetales.
Igualmente, se ha demostrado que algunas cepas de S.
plymuthica son eficientes en el biocontrol de
fitopatogenos responsables de enfermedades post-
cosecha. De hecho, existen varias patentes para el
desarrollo de productos bioldgicos basados en cepas
de S. plymuthica que estan orientadas al control de
plagas post-cosecha en cultivo como col (patentes
US5869038 y US5597565) [42].

En nuestro laboratorio, una de nuestras cepas modelo
en estudios orientados al control de organismos
fitopatogenos es la rizobacteria S. plymuthica A153.
La cepa A153 se aisld de la rizosfera de trigo en
Suecia [49] y presenta diferentes propiedades
antibidticas frente a un amplio espectro de hongos,
oomicetos y bacterias fitopatdgenas [30, 47, 50]. Asi,
en 2002, Thaning y colaboradores [51] determinaron
que esta bacteria produce el compuesto antifingico y
anti-oomicetos, oocydin A. Posteriormente, se
identifico que A153 producia diferentes derivados
quimicos de oocydin A; todos ellos presentando
actividades antifingicas [53]. Debido a la facilidad de
manipular genéticamente la cepa S. plymuthica A153
en comparacion con otras bacterias productoras de
oocydin A [47], el aislado A153 se emple6 como
bacteria modelo para el estudio de la biosintesis y
regulacion del antibidtico. Asi, la secuenciacion del
genoma de S. plymuthica A153 [41] y el uso de
diferentes aproximaciones genéticas y de quimica
analitica permitieron identificar por primera vez el
conjunto génico responsable de la produccion del
antibidtico oocydin A [47]. A su vez, también se
propuso un modelo para la biosintesis de dicho
antibidtico [47]. Alternativamente, el analisis in silico
del genoma de S. plymuthica Al153 permitid
identificar al menos 8 conjuntos génicos
presumiblemente implicados en la sintesis de PQs y
PSNRs [41]. Entre dichos conjuntos génicos se
identifico que A153 presenta informacion genética
para la sintesis de los antibidticos hibridos de
PSNR/PQ, andrimid y zeamine [41]. Estos
antibidticos son responsables de la mayor parte de las
propiedades antibacterianas observadas en este
aislado rizosférico, las cuales incluyen propiedades
de biocontrol frente a bacterias fitopatdgenas tales
como Xanthomonas campestris [30; 52]. A su vez,
utilizando el nematodo modelo Caenorhabditis
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elegans se ha demostrado recientemente que las
propiedades nematicidas observadas en A153 son
principalmente consecuencia de la produccion de
zeamine; siendo las larvas en estadios tempranos mas
sensibles al antibidtico que los organismos adultos
[52]. Adicionalmente, varios estudios han
demostrado la capacidad de la rizobacteria A153 de
sintetizar pyrrolnitrin, un compuesto antifungico de
amplio espectro [41, 53]. Dicho lo anterior, estamos
ante una bacteria rizosférica productora de multiples
antibidticos, con gran diversidad estructural y que
presentan diferentes propiedades biologicas (Figura
2); lo que resalta la importancia de dichos
metabolitos secundarios bioactivos en la biologia de
bacterias que viven asociadas a raices de plantas.
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Figura 2: Diversidad estructural de antibidticos producidos por la
rizobacteria Serratia plymuthica A153.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS
La poblacion mundial estd incrementando a pasos
acelerados y se estima que pueda alcanzar los 9
billones de habitantes en 2050; lo que implicard un
incremento de hasta el 100% en la produccion de
alimentos basicos como los cereales [54]. Sin
embargo, las cosechas estan sometidas a multiples
estreses bidticos y abidticos. De hecho, se estima que
los fitopatogenos son responsables de pérdidas de
hasta el 40% de las cosechas mundiales [55, 56].
Desafortunadamente, la principal estrategia para el
control de estas patologias estd actualmente enfocada
a la utilizacion de pesticidas quimicos; los cuales
representan un acuciante problema para el
medioambiente y para la salud humana [57]. Es por
ello que los gobiernos estan empezando a legislar con
el objetivo de limitar el uso de pesticidas quimicos
[56, 57] y el uso de microorganismos beneficiosos
para el control de enfermedades (biopesticidas)
representa una alternativa real al uso agroquimicos.
Entre estos microorganismos, las bacterias PGPRs
pueden promover el crecimiento vegetal directamente
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actuando como biofertilizantes o fitoestimulantes, o
indirectamente, antagonizando el crecimiento de
organismos fitopatogenos. Por ello, el uso de
biopesticidas representa actualmente entorno al 4%
del mercado total de pesticidas [58]; con
estimaciones a alcanzar los 4 billones de ddlares en
valor de mercado en el presente afio 2017 [59]. El
futuro de la agricultura moderna debe de estar
enfocado al desarrollo de una produccion sostenible y
el wuso de Dbiofertilizantes, fitoestimulantes y
biopesticidas permitira sentar las bases para la
sostenibilidad global del sistema agricola [63, 64].
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