@ CONAMA2012

CONGRESO NACIONAL DEL MEDIO AMBIENTE

La rizosfera: un "criptoecosistema” vital.
Aspectos basicos y aplicados

Autor: Agustin Probanza Lobo

Institucion: Universidad CEU San Pablo



§ CONAMA2012

CONGRESO NACIONAL DEL MEDIO AMBIENTE

Resumen

La rizosfera un tipo de ecosistema oculto (podriamos decir que un criptoecosistema),
poco visible y bastante desconocido fuera del ambito cientifico de la ecologia microbiana
edafica, pero tremendamente importante para el funcionamiento de los ecosistemas
terrestres y para la homeostasis de la biosfera en su conjunto. El término rizosfera fue por
primera vez utilizado a finales del siglo XIX por Hiltner, agrénomo aleman que acufié el
término para hacer referencia al efecto de las raices de leguminosas sobre el suelo
circundante, en términos de mayor actividad microbiana por la liberacion de materia
organica (exudados radicales) desde las raices. Hasta el ultimo decenio del pasado siglo
XX, ese efecto, no pas6é a considerarse como un ecosistema stricto sensu. Desde
entonces, se ha profundizado en el conocimiento basico (ecologia de la rizosfera) y
aplicado (mejora de la produccién vegetal) de este ecosistema, fundamentalmente por el
advenimiento de herramientas analiticas adecuadas. La informacion acumulada, nos
permite sefialar a la rizosfera como uno de los ecosistemas terrestres mas importantes en
términos energéticos y de extensién, y consecuentemente de vital importancia en el
funcionamiento global de la biosfera.

En la presente, se revisan los aspectos mas importantes (conceptuales, basicos y
aplicados) de este criptoecosistema.

Palabras claves: Rizosfera, raices, microorganismos, produccién primaria ecosistemas
terrestres, agronomia.
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Aspectos basicos: larizosfera como ecosistema.

El término rizosfera fue por primera vez utilizado a finales del siglo XIX por Hiltner,
agrénomo aleman que empleé esta palabra para hacer referencia al efecto de las raices
de leguminosas sobre el suelo préoximo respecto a una mayor actividad microbiana
causada por la liberaciébn de materia organica desde las raices. Hasta las ultimas
décadas del pasado siglo ese efecto, no pasé a considerarse como un ecosistema, si
bien es cierto, poco conocido fuera de los circulos cientificos especializados en este. En
ese sentido, se ha considerado a la rizosfera como the hidden half, of the hidden half
(Bowen y Rovira, 1991), es decir, la mitad oculta, de la raiz, que es a su vez, la mitad
oculta de las plantas. Parece claro que tildar de criptoecosistema a la rizosfera esta
plenamente justificado.

Sin embargo, el hecho de que la rizosfera sea un ecosistema criptico, poco conspicuo
fisiognomicamente contrasta con su realidad en términos energéticos y de extension.
Para poder dimensionar correctamente el impacto que tiene este ecosistema en el
funcionamiento global de la biosfera, pasamos ha hacer algunas consideraciones
respecto a su extension y flujo energético.

En primer lugar su extension. La rizosfera, es, sin ningln género de dudas el
ecosistema terrestre mas grande. Consideremos un pastizal, y en éste, un metro
cuadrado de productores primarios (la hierba). Ese metro cuadrado, se corresponde con
una superficie de (al menos) tres 6rdenes de magnitud mayor de rizosfera, ubicada bajo
el nivel del suelo. Si generalizamos esta consideracién a todas las porciones de tierra
vegetada, llegaremos a la conclusion de que la rizosfera es el ecosistema terrestre mas
extenso.

Por otra parte el flujo energético que se produce en este sistema es muy sustancial.
Segun autores, las plantas liberan por sus raices entre un 10 y un 70 % de los
fotosintatos. Esta ventana de variacion estriba en el tipo de planta considerada, siendo
mayor la exudaciéon en lefiosas que en herbaceas. Esto es bastante mas de lo que fluye
por las cadenas troficas basadas en los herbivoros. Si pensamos que el ecosistema por
el que fluye esa enorme cantidad de materia organica es, adicionalmente, el ecosistema
mas extenso y abundante en ecosistemas terrestres, no cabe duda acerca de la
afirmacion hecha mas arriba: su importancia e impacto son vitales en el funcionamiento
global de la biosfera.

Pasamos a continuacion a desgranar algunos de los aspectos mas relevantes de la
estructura y funcionamiento de este criptoecosistema.
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Exudados radicales: Efecto de los exudados radicales sobre la biodiversidad
microbiana de la rizosfera.

Los compuestos organicos liberados por las raices de las plantas reciben el nombre
de rizodeposiciones, y segun la naturaleza y forma de liberacion, éstos pueden
clasificarse en los siguientes grupos:

= Exudados radicales, compuestos solubles en agua de bajo peso molecular y que
se liberan de forma pasiva.

= Secreciones, compuestos de alto de peso molecular que se liberan al medio de
forma activa, con gasto de ATP.

= Lisados, compuestos liberados por las células después de procesos de lisis.
= Gases, como etileno, diéxido de carbono y acido cianhidrico.

= Mucilagos, que forman una cobertura alrededor de algunas partes de la raiz
(principalmente la cofia) y que estdn formados fundamentalmente por
polisacéridos. Estos polisacaridos proceden tanto de la planta como de los
microorganismos y son capaces de retener gran cantidad de agua formando
mucigeles.

La naturaleza quimica de los exudados radicales es muy diversa: se pueden
encontrar azlcares sencillos, polisacaridos, aminodcidos, &acidos orgéanicos, &cidos
grasos, esteroles, factores de crecimiento, enzimas, flavonoides, vitaminas, etc. Se sabe
gue no todas las plantas liberan ni la misma cantidad ni la misma tipologia quimica
de exudados radicales, y que una misma especie de planta libera compuestos
diferentes dependiendo de un gran numero de factores. Entre otros, se pueden destacar
los siguientes: la especie estudiada, la edad de la planta y su estado de desarrollo, las
caracteristicas nutricionales del suelo sobre el que se desarrolla, la disponibilidad de
agua, el pH del soporte, la temperatura, la intensidad de luz que reciba su aparato
fotosintético, la concentracion atmosférica de CO, y el tipo de microorganismos presentes
en la rizosfera, entre otros. Por todo ello, la estructura cenética de las rizosferas de las
plantas difiere de unas a otras como se ha podido comprobar en numerosos estudios (
p.e. Soderberg et al, 2004).

Los exudados radicales son los principales moduladores de las dindmicas
poblacionales en la rizosfera. Asi por ejemplo se sabe que las variaciones estacionales
de pautas de exudacion de plantas caducifolias como el aliso europeo (Alnus glutinosa)
se relacionan con cambios en la composicion cendtica, diversidad bioldgica y diversidad
metabolica de las rizobacterias (Ruiz Palomino et al., 2005).

Las bacterias y hongos del suelo son los principales motores de la mayoria de los
ciclos biogeoquimicos a través de los cuales nuestra biosfera recicla la materia y por los
que fluye gran parte de la energia que mueve a los ecosistemas. Esto proporciona una
idea de la enorme importancia que tiene para el buen funcionamiento general de la
biosfera el aporte de los compuestos organicos procedentes de las raices de las plantas y
que son utilizados por los microorganismos edaficos como fuente de energia en sus
procesos vitales.

www.conama2012.org | 4



T CONAMA2012

CONGRESO NACIONAL DEL MEDIO AMBIENTE

Uno de los aspectos que mas ha interesado es la funcién que estas rizodeposiciones
tienen en el ecosistema edafico. Tenemos que destacar que los estudios sobre la
cantidad y calidad de los exudados radicales resultan muy complejos, ya que los métodos
para la obtencion de los resultados difieren mucho de las condiciones reales en las que
se desarrolla la planta. Habida cuenta de que son muchos los factores que afectan al
proceso, es facil concluir que los resultados obtenidos hay que tomarlos siempre con
cierta precaucion. Sin embargo, la enorme importancia que tiene el proceso de liberacion
de exudados ha hecho que muchos investigadores hayan puesto mucho esfuerzo en su
estudio, habiéndose alcanzado, a pesar de las dificultades, unos grados de conocimiento
muy altos. Una detallada revision del papel de los exudados en las interacciones
rizosféricas se hace en Bais et al. (2006). Entre las funciones que tienen los exudados
radicales podemos destacar:

= Proteccion contra patdgenos, mediante algunos compuestos, como las
fitoalexinas..

= Proteccion contra elementos téxicos

= Reduccién de la competencia: algunos compuestos exudados por las plantas
modifican el suelo rizosférico con sustancias fitoactivas (los denominados
aleloquimicos) que impiden la germinacion y proliferacién de las semillas de otras
plantas.

= Adquisicidn de nutrientes, como por ejemplo, los sideroforos de los que se hablara
mas adelante.

= Adquisicién de agua: esta funcién esta a cargo de los mucigeles, que modifican la
estructura del suelo rizosférico facilitando la retencion de agua.

= Establecimiento de relaciones simbioticas: existen compuestos en los exudados
que provocan reacciones de acercamiento (quimiotaxis) en algunas bacterias.

= Seleccion de microorganismos, el tipo de exudacion es responsable del tipo de
microorganismos que habitan en la rizosfera, seleccionando aquellos que pueden
serles utiles.

Quorum sensing: dialogo molecular entre bacterias de la rizosfera y su
efecto sobre la fisiologia de la planta.

Muchas bacterias son capaces de disparar respuestas fisioldgicas mediante la
activacion especifica de genes cuyo control se basa en la densidad de poblacion. Esto
implica que los distintos miembros de la poblacién deben conocer cuél es su densidad, y
en funcion de eso, transcribir genes en momentos concretos. Este tipo de comunicacion
célula a célula disefiado con el objeto de que los individuos de la poblaciéon sean capaces
de medir su densidad se conoce como quorum sensing.

Esto implica que las bacterias son capaces de exhibir comportamientos mucho mas
complejos que lo que se esperaba de un organismo unicelular, mostrando formas de
actuar que se puede asemejar al de un organismo pluricelular. No cabe duda que esto va
a obligar a modificar radicalmente algunos planteamientos clasicos utilizados en el
estudio de los microorganismos.
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El quorum sensing proporciona enormes ventajas competitivas. Mejora la capacidad
de supervivencia, ya que pueden explotar nichos mas complejos, y su capacidad de
infeccion para producir enfermedades aumenta considerablemente. De hecho, hoy se
sabe que la mayoria de las bacterias causantes de enfermedades en plantas (como
Xanthomonas campestris) lo hacen usando el quorum sensing como mecanismo de
comunicacion. La comunicacién por quorum sensing se basa en que los individuos de la
poblacién producen y liberan al medio moléculas sefial cuya concentracion es
directamente proporcional al numero de individuos que haya en la poblacién. Cuando las
bacterias detectan que la concentracion de las moléculas sefial ha llegado a un
determinado nivel, se activan (0 en algunos casos se reprimen) una serie de genes
especificos que estdn regulados por este sistema. Se han descubierto ya muchos
procesos microbianos regulados de esta forma, entre ellos podemos destacar procesos
transferencia de ADN mediante conjugacion, produccién de antibiéticos, produccién de
sideroforos, produccién de bioluminiscencia, formaciéon de biofilms y capacidad para
moverse mediante lo que se conoce como swarming entre otros.

Se sabe que los mecanismos de comunicacion mediante quorum sensing son
diferentes en los distintos grupos bacterianos, estableciéndose claramente una diferencia
entre las gram positivas y las gram negativas. El mecanismo utilizado por estas ultimas
es el mas conocido y esta mediado por la actividad de los genes de la familia Lux | que
intervienen en la formacion de las moléculas sefial: las N-acil homoserin lactonas (AHLS).
Todas las AHLs tienen las misma estructura, poseen un grupo lactonico que lleva un
grupo acilo que varia entre 4 y 14 atomos de carbono, saturado o insaturado, y con o sin
un sustituyente en posicion tres (el sustituyente puede ser un grupo hidroxi 0 un grupo
0X0).

Para que los genes controlados por quorum sensing se transcriban, las AHLs tiene
gue unirse al gen regulador del operén correspondiente, pero para ello las AHLs tienen
gue ser activadas previamente. La activacion se produce cuando la molécula sefial (AHL)
se une a una proteina especifica. Los genes mejor conocidos que estan implicados en la
codificacién de estas proteinas son los genes Lux R que al transcribirse y traducirse
forman una proteina denominada “proteina R”; la unién de las AHLs a esta proteina forma
un complejo que es capaz de activar los genes regulados por guorum sensing.

La coevolucién entre plantas y bacterias ha determinado que muchas de ellas
sean capaces de exudar por las raices compuestos capaces de mimetizar la accion de
las AHLs e incluso se han detectado algunas plantas capaces de exudar enzimas que
degradan AHLs. De alguna manera, las plantas han aprendido el lenguaje de las
bacterias y lo aprovechan en su beneficio.

Parece evidente que este comportamiento estd encaminado a intentar defenderse con
mas eficacia del ataque de bacterias patégenas, ya que si son capaces de alterar o
blogquear el sistema de comunicacion entre las bacterias, la eficacia de estas en la
infeccion se reduce drasticamente.

Por todo lo dicho hasta el momento, el estudio de los mecanismos de quorum sensing
y su posterior manipulaciéon puede ser una herramienta muy eficaz en un sector como el
agricola que gasta muchos recursos en intentar evitar el ataque de patégenos y en
intentar mejorar la capacidad nutritiva de los suelos, habiendo alcanzado por ello, la nada
orgullosa primera posicion de la actividad humana mas contaminante y mas perjudicial
para el medio. Ya existen plantas transgénicas que producen altos niveles de AHLs o que
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pueden degradar las AHLs producidas por las bacterias y han alterado dramaticamente la
susceptibilidad de la planta para ser infectada por bacterias patégenas, lo que sin duda
conducira a wuna disminucibn en el uso de bactericidas quimicos altamente
contaminantes.

Ng y Bassler (2009) hacen una completa revision de los mecanismos moleculares de
los sistemas de quorum sensing. Por su parte West et al. (2007) hicieron con su revision
The social lives of microbes una notabilisima aportacion a este asunto desde el punto de
vista evolutivo, como frontera para el estudio de muchos paradigmas de ecologia y
biologia evolutiva... como los que a continuacién planteamos.

Nuevos horizontes en la ecologia rizosférica.

La concepcion de la rizosfera como ecosistema implica un equilibrio (simetria) entre
los elementos interactuantes (plantas y microorganismos). Sin embargo, por lo expuesto
hasta este punto podemos pensar que mas bien exista una asimetria planta —
microorganismos, favorable a la primera (controladora) frente a los segundos
(controlados). En este supuesto, la rizosfera seria una interfase asimétrica. Asi lo
consideran Hartman y colaboradores (2009).

Asi pues, procede hacer un ejercicio discusivo a este respecto. Son varios los
elementos que nos permiten pensar que la planta es el organismo que controla a la
bacteria:

I. Por su complejidad estructural, metabdlica y evolutiva, la planta tiene capacidad
predictiva (noche/dia; estacionalidad) de la que carece la bacteria.

Il. La capacidad organizativa especial de la planta, le aporta la posibilidad en
transporte de recursos (agua, nutrientes), aprovechando la plasticidad modular del
crecimiento vegetal.

lll. La persistencia de la planta es siempre superior a la de la bacteria, la planta
tiene un ciclo vital de mucha mayor duracion.

IV. En relacién con lo anterior, la posibilidad de feed—back positivo a efectos de
aprendizaje por parte de la planta es proporcional (mas exponencial que
aritméticamente) a la diferencia de persistencia frente a las bacterias.

V. Por ultimo, la informacién acumulada en forma de miles (millones) de pares de
bases en el ADN de la planta, es enormemente mayor que en el caso de la
bacteria.

Discutamos seguidamente el caso inverso, es decir que la asimetria de nuestra
hipotética interfase asimétrica fuese favorable a la bacteria.

Para ello es preciso imponer una premisa de partida; consideramos la bacteria, no ya
como tal (en singular), ni como poblacién ni (mas alld) como conjunto complejo de
poblaciones (comunidad): consideramos a las bacterias como un poli-organismo
modular. Conviene en este punto recordar la reiterada (y muchas veces retdrica
pregunta) sobre la realidad del concepto de especie en las bacterias. En este sentido, es
preciso recordar que también las plantas son organismos modulares, pero al relativizar la
interaccion en este supuesto, y considerar la continuidad fisica de las células de las
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plantas, la planta seria asumible como un organismo unitario. A este respecto sugerimos
a los lectores la revision de Grosberg y Starthmann (2007) The evolution of
multicellularity: a minor major transition? que si bien desborda lo que aqui tratamos
aporta interesantes ideas, relacionadas con lo que sugerimos.

Revisemos la situacion considerada anteriormente que implicaban predominio de la
planta, con el supuesto considerado, de cara a las bacterias:

a. Los mecanismos de comunicacion (quorum sensing), la actuacion coordinada de
poblaciones, una capacidad organizativa, tanto temporal como espacial. Esta Ultima
es mas evidente, por cuanto, las bacterias constituyen un continuo en las raices (esto es,
que adicionalmente, aprovechan las bacterias la capacidad organizativa espacial de las
plantas) y un discontinuo en el suelo libre.

b. La persistencia de los mondémeros de nuestro poli-organismo modular (las
individualidades bacterianas) es bajisima (respecto a las plantas), pero va unida a una
tasa de mutaciones altisima y a procesos de recombinacion (transferencias genéticas
horizontales) o auto-recombinatorias (variaciones de fase), que dan unos
posicionamientos clarisimos en cuanto al feed-back positivo (en términos de
aprendizaje Neodarwiniano) de los microorganismos respecto a la planta.

c. La informacién acumulada, con las asunciones hechas (las bacterias, como un poli—
organismo modular) varia sustancialmente al alza, al hacer una comparativa con las
plantas.

En este punto, con las consideraciones hechas y con la asunciéon de las bacterias
como un poli—organismo modular, llegamos a un empate planta-microorganismos, y asi,
la hipétesis de considerar la rizosfera como una interfase asimétrica, no se sostiene, y
podemos concluir que realmente la rizosfera es un Ecosistema.

Con las consideraciones hechas hasta este punto, parece razonable el abordar el
estudio de este Ecosistema para saber si (sobre las bases discutidas) sustenta o diverge
de la Teoria Ecolégica.

Cabe dejar abiertas interrogantes diversas, que son tan atractivas y sugerentes
intelectual como cientificamente.

i) ¢la interaccion en el sistema se debate en el continuo entre la simbiosis y el
parasitismo?, ¢por qué no todas las bacterias rizosféricas son beneficiosas para la
planta?

i) ¢La coevolucién planta-microorganismo ha permitido el desarrollo de un lenguaje
molecular (metabolismo secundario) compartido?

iii) ¢Nos da idea este ecosistema, la rizosfera, a la vez abundante y primigenio, de por
gué un grupo filogenético tan ancestral como el de las bacterias, persiste y ademas lo
hace (tal vez) como un poli-organismo modular?
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Aspectos aplicados: bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Plant Growth-
promoting rhizobacteria- PGPRS)

Se consideran bacterias promotoras del crecimiento vegetal aquellas bacterias que
se desarrollan en el ecosistema rizosférico y que pueden estimular el crecimiento
de las plantas. Este término lo introduce por primera vez Kloepper et al., en 1980,
aunque ya en 1978 el mismo autor maneja este termino y concepto en los Proceedings
del 4° Congreso Internacional de Bacterias Patdogenas de Plantas celebrado en Francia.
Actualmente, el nimero de trabajos que anualmente se publican en torno al tema se ha
multiplicado por 10 y se ha generado un cuerpo de disciplina sobre la base de unos
conocimientos que han modificado conceptos fundamentales de la fisiologia vegetal y la
ecologia. Una excelente revisibn sobre PGPRs es la de Lugtemberg y Kamilova
publicada en los Annual Review of Microbiology de 2009.

Anteriormente se ha descrito la importante relacién tréfica que se establece entre los
microorganismos y las plantas. Desde este punto de vista las rutas metabdlicas que
participan mas directamente se incluyen en el metabolismo primario en ambos
organismos. El aprovechamiento desde un punto de vista energético de los exudados
radicales se produce a través de las rutas metabdlicas anabdlicas y catabdlicas de los
microorganismos rizosféricos y de las rutas fundamentalmente anabdlicas de la planta, ya
gue la exudacion radical cuantitativamente mas importante se produce basicamente con
los productos de sintesis que por las caracteristicas intrinsecas anatémicas, histolégicas
y fisiolégicas de la planta se liberan en cantidades importantes. En este sentido el
desarrollo del simplasto, y la importancia que tiene en el reino vegetal es esencial.

La degradacion de los compuestos organicos liberados por las plantas a través de
las raices ya es en si mismo un mecanismo por el cual las bacterias rizosféricas
promueven el crecimiento de las plantas. El resultado de la degradacion de
compuestos organicos como proteinas y aminoacidos es la liberacion de nitrégeno
mineral (NH3) que o bien es directamente asimilado por las plantas, o es transformado
por las bacterias nitrificantes en formas oxidadas (NO3) que son también asimiladas por la
planta. Sin duda este mecanismo de accidén es bastante inespecifico y ademas no esta
restringido a bacterias estrictamente rizosféricas. Todos los microorganismos que habitan
en el suelo son de una forma u otra mineralizadores de la materia organica presente en el
sustrato, materia organica que emplean como fuente de energia y que, de forma
colateral, permite la liberacion de compuestos inorganicos que son nutrientes para las
plantas. Destacamos aqui que en la rizosfera la actividad metabdlica de todas las
poblaciones microbianas estda muy estimulada debido a la disponibilidad de fuentes de
materia organica que no aparecen o que aparecen en mucha menor concentracion en el
suelo libre. Esta estimulacion se traduce de forma sinérgica en un aumento de la
capacidad de degradacion de sustratos organicos que hasta ese momento eran
metabdlicamente inabordables. Precisamente este concepto es el que se utiliza en la
técnica de fitorremediacién. La capacidad de las bacterias para degradar moléculas
recalcitrantes aumenta considerablemente en el sistema rizosférico por existir un soporte
de materia organica facilmente degradable, procedente de los exudados.

Asumiendo este mecanismo de accion como bastante inespecifico y no exclusivo de
bacterias rizosféricas, lo separaremos del resto de los mecanismos de accion de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal, mas especificos y asociados con bacterias
presentes en la rizosfera e incluso seleccionadas por la planta.
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El conocimiento de los mecanismos de accién de las PGPRs es fundamental para
poder optimizar sistema rizosférico respecto a los procesos que se producen en este
sistema y que tienen una gran incidencia en la productividad vegetal. Los mecanismos de
accion de las PGPRs se pueden clasificar en dos grupos: mecanismos de accion directos
y mecanismos de accién indirectos. La diferenciacién entre ambos es en ocasiones dificil
de establecer, pero en términos generales se consideran mecanismos indirectos aquellos
que se basan en procesos que ocurren fuera de la planta, mientras que los mecanismos
de accion directos son aquellos que se basan en procesos que ocurren en el interior de
la planta. Es decir, un mecanismo de accién directo requiere la participacion de procesos
metabodlicos de la planta que de alguna manera traducen la sefial enviada por las
bacterias en su beneficio.

De esta forma podemos incluir entre los mecanismos indirectos: aquellos que
resulten de una actividad bacteriana que ponga méas nutrientes a disposicion de la planta;
la inhibiciébn de microorganismos que alteren negativamente el crecimiento de la planta
(exclusion de nicho); la fijacion biolégica del nitrégeno en el sistema rizosférico, o fijacion
libre, que pone a disposicion de la planta nitrégeno asimilable. Entre los mecanismos
directos podemos incluir: los que alteran los niveles hormonales de la planta, los que
facilitan el establecimiento de endsimbiosis (n6dulos diazotrofos, micorrizas) y los que
transcurren con una induccion del metabolismo de la planta que suponga una mejora de
su capacidad adaptativa (induccién de resistencia sistémica frente a patdégenos o la
induccidn de resistencia a la salinidad)

Mecanismos indirectos. Bacterias fijadoras libres de nitrégeno, como PGPRs

Podemos afirmar que éstas fueron las primeras PGPRs sobre las que se trabajo con
el objeto de mejorar la productividad vegetal. Nos referimos en este caso a bacterias
fijadoras de nitrégeno que no establecen una relaciéon simbidtica con la planta. En este
caso nos referimos a bacterias que fijan nitrégeno en el sistema rizosférico, en
proximidad a la planta pero sin llegar a penetrar en sus tejidos. Estas bacterias realizan
su funcibn muy cerca de la superficie radical, tanto que el nitrogeno fijado por las
bacterias y que no es aprovechado por estas queda a disposicion de la planta,
constituyendo una fuente de nitrdgeno suplementaria para su nutricion. Aunque no se
establezca una relacion simbiética como la que forman los rizobios, si se habla de una
asociacion rizosférica, relacion que podriamos describir como una simbiosis laxa e
inespecifica. Existen gran cantidad de bacterias incluidas en un amplio rango de taxones
capaces de fijar nitrdgeno. Entre los géneros bacterianos mas importantes podemos citar
Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Herbaspirilum y Bacillus. Sin duda hay mas
géneros con bacterias capaces de fijar nitrdgeno pero estos son los mas importantes.

Como el proceso de fijacion del nitrbgeno es un proceso muy costoso en términos
energéticos, todas las bacterias fijadoras libres de nitrégeno tienen mecanismos para
aprovechar al méximo el nitrégeno fijado. Por lo tanto la cantidad de nitrégeno resultante
de la fijacién que escapa de las bacterias es pequefia y en consecuencia el beneficio que
puede obtener la planta es escaso. Por ello durante muchos afios se ha pensado que las
bacterias fijadoras de nitrégeno libre eran capaces de promover el crecimiento vegetal
gracias a su capacidad para fijar nitrégeno, pero actualmente y gracias al empleo de
nitrdgeno marcado se ha demostrado que la capacidad de estas bacterias para promover
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el crecimiento se debe en escaso grado a la fijacién de nitrdgeno y en gran medida, a la
produccion de reguladores de crecimiento vegetal, mecanismo que se tratard mas
adelante.

Se plante6 hace tiempo estrategia en torno a estas bacterias es el empleo de
bacterias poco eficaces para retener el nitrégeno fijado. La idea es obtener cepas
bacterianas mutacién del ADN que codifica para el enzima encargado de incorporar el
nitrégeno fijado a moléculas orgénicas. De este modo las bacterias se hacen “donantes”
de nitrégeno al no incorporarlo con eficacia y permitir su difusién al exterior, donde queda
a disposicibn de la planta. Ldégicamente, estas bacterias son menos eficientes
metabolicamente y tienen el problema de su escasa competitividad respecto a las otras
bacterias presentes en la rizosfera. Con el objeto de sortear este problema para la
aplicacion biotecnoldgica, se tratan las plantas con fitohormanas sintéticas que inducen
tumoraciones en las raices laterales, denominados (por paralelismo con las tumoraciones
radicales de leguminosas) paranddulos. En estas proliferaciones celulares se forman
espacios intercelulares donde las bacterias fijadoras encuentran un lugar apropiado para
sobrevivir sin tener que competir con el resto de las bacterias rizosféricas. Este
procedimiento seria una forma de alcanzar los sofiados nodulos fijadores de nitrdgeno en
no-leguminosas como los cereales.

Produccion de sideroforos

El déficit de hierro causa notables alteraciones metabdlicas en las plantas debido a
su importante papel como cofactor de numerosos enzimas. Ademas de ser imprescindible
para la planta normalmente su absorcidon suele ser problemética, ya que en el suelo
suelen predominar las formas oxidadas (Fes"), que forman facilmente hidroxidos y 6xidos
insolubles quedando fuera del alcance de la planta. Las plantas, en este contexto han
desarrollado dos estrategias para absorber eficazmente el hierro. La estrategia primera
consiste en liberar compuestos organicos capaces de quelar el hierro y solubilizarlo.
Cuando el hierro quelado alcanza por difusion la superficie de la planta, ésta mediante un
sistema enzimatico presente en la membrana plasmatica, lo reduce e inmediatamente lo
absorbe. La segunda estrategia consiste en absorber el complejo formado por el
compuesto organico y el hierro, y ya en el interior, reducir el hierro a su forma asimilable
(Fez+).

Como las plantas, algunas bacterias rizosféricas producen moléculas capaces de
formar complejos solubles con Fes’, 0 sea, son capaces de mimetizar a las moléculas
liberadas por la planta, conforme hemos descrito en la primera estrategia. Estos
compuestos (denominados sideroforos) los producen principalmente estirpes
pertenecientes al género Pseudomonas, fundamentalmente Pseudomonas fluorescens,
productoras de pyochelina y pioverdina. Estos compuestos son producidos por la bacteria
para mejorar su capacidad competitiva en el medio, ya que se trata de compuestos con
actividad antibidtica. De forma colateral, mejoran la nutricion de la planta, mejorando la
absorcion de hierro. Pero el beneficio de las bacterias productoras de sideréforos no es
solo por mejorar la nutricién de la planta, sino también por dificultar el crecimiento de
algunos microorganismos fitopatégenos (hongos) que no tienen mecanismos
adecuados para capturar el hierro acomplejado con los sider6foros: Asi, sufren un
desplazamiento de nicho, mermando su capacidad para producir enfermedades en las
plantas.
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Solubilizaciéon de fosfatos

Nitrégeno y fosforo son los nutrientes mas limitantes de la producciéon primaria
en ecosistemas terrestres, es decir que mas limita el crecimiento de las plantas. Como el
nitrégeno, el fésforo es muy abundante en el planeta. Pese a ello, las formas en las que
se acumula, no suelen ser disponibles para las plantas. Estas solo pueden absorber las
dos formas solubles, el fosfato monobasico y dibasico. Ademas de la fuente inorganica de
fésforo en el suelo, es fundamental el fésforo asociado a la materia organica. Las formas
organicas del fosforo constituyen entre el 30-50% del fésforo total en la mayoria de los
suelos. Esta reserva de fosforo debe ser mineralizada por los microorganismos para que
puedan ser captados por las plantas en forma de fosfatos solubles.

Existen bacterias capaces de solubilizar los fosfatos minerales, y su actividad
como PGPRs es harto interesante. En contra de lo que pudiese pensarse, hay una gran
variedad de microorganismos capaces de solubilizar fosfatos, en géneros tan dispares
como Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium, Chryseobacterium y Erwinia. Son dos los
mecanismos mediante los cuales las bacterias solubilizan fosfatos: i) bien mediante la
liberacion de acidos organicos que interaccionan ionicamente con los cationes de las
sales fosfatadas, o ii) mediante la liberacion de fosfatasas. La mayoria de estos
microorganismos son capaces de solubilizar los complejos Ca-P, aunque existen otros
que actian sobre los complejos Fe-P, Mn-P y Al-P. Generalmente, estos sistemas de
solubilizaciéon de fosfatos son mas eficaces en suelos calizos y basicos que en suelos
acidos y ricos en Mn, Al y Fe. En cuanto a las fosfatasas, son las encargadas de liberar
grupos fosfato ligados a la materia organica, que como ya se ha comentado
anteriormente constituye también una fuerte reserva de fosforo en el suelo.

En el aspecto practico de las PGPRs solubilizadoras de fosfatos que aqui nos
ocupa, hay que indicar que la eficacia ha sido hasta el momento bastante
heterogenea, probablemente debido a la composicion del suelo, ya que se deben aplicar
sobre suelos donde el fosfato sea limitante y movilizable. La inoculacién de
microorganismos solubilizadores de fosfatos en ocasiones resulta muy eficaz, desde el
punto de vista de la promocion del crecimiento, y en ocasiones resulta absolutamente
inocua. Sin duda el conocimiento en profundidad de los mecanismos de accion y de la
ecologia de estos microorganismos en la rizosfera permitiran en un futuro el empleo de
estos microorganismos en manejos de agricultura sostenible.

Mecanismos directos. Modificacion de los niveles enddgenos de fitohormonas

Se conoce y se ha descrito en la literatura cientifica de la produccion de
reguladores del crecimiento (RC) vegetal por bacterias desde hace mas de 30 afios.
Actualmente sabemos gracias a las resolutivas técnicas analiticas disponibles que
algunos de los RCs, como las auxinas y el etileno son de produccion frecuente entre los
microorganismos edéficos, singularmente los rizosféricos. Otros RCs como las
citoquininas son producidas mucho menos frecuentemente y las giberelinas sélo se ha
detectado su produccién en dos cepas del género Bacillus aisladas de la rizosfera de
Alnus glutinosa en cantidades mil veces superiores a las sintetizadas por algunas cepas
de Rhizobium en la formacién de ndédulos (Gutierrez mafero et al. 2001). Este
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mecanismo de accién es importante no so6lo por actuar a través del principal mecanismo
de regulacién del crecimiento y diferenciacion celular en plantas (lo que hace de él un
mecanismo especialmente eficaz), sino porque se basa en el desarrollo de rutas
metabodlicas comunes planta-bacteria, lo que implica consideraraciones coevolutivas de
gran interés en la ecologia bésica de la rizosfera.

La produccién y liberacion de RCs por bacterias provoca una alteracion de los niveles
enddgenos, en la planta, del regulador de crecimiento producido por la bacteria. Este
hecho es mas o menos acusado en funcion mdltiples factores, entre los que cabe
destacar: la cantidad producida, la distancia de produccion a la superficie radical, la
capacidad de difusién del RC entre las particulas del suelo, pared celular y plasmalema
de la célula vegetal, y finalmente, la competitividad de la bacteria en el medio para ocupar
las zonas de la raiz de mayor exudacién y su capacidad para aprovechar los sustratos
carbonados. Este ultimo factor depende grandemente de la estructura de la comunidad
microbiana que habita en el sustrato compartido por planta y bacterias.

Los mecanismos de accidon de cada uno de los tipos de RC considerados varian, y
procede aqui revisarlos sumariamente, caso a caso. Las auxinas tienen uno de los
mecanismos de accién mejor conocidos. Actian promoviendo la formacién de nuevas
raices. El aumento de la superficie de contacto entre la raiz y el suelo permite una mayor
capacidad de la planta para absorber nutrientes. Si éstos estan disponibles en el suelo, el
efecto de promocion del crecimiento es acusado. Respecto a giberelinas y citoquininas
tienen un mecanismo de accion que implica efectos mas amplios en toda la planta,
basicamente porque estos RCs encuentran sistemas de transporte que pueden
traslocarlos a las partes aéreas. Los efectos de las giberelinas a nivel aéreo pueden ser
muy acusados, sobre todo si se combinan microorganismos capaces de mejorar la
funcion del sistema radical para abastecer de nutrientes los sumideros aéreos que
generan las giberelinas.

En este ambito de los RCs y PGPRs merecen mencién discriminada los
microorganismos capaces de degradar aminociclopropanocarboxilico (ACC), precursor
directo de un RC: el etileno. Obviamente las cepas degradadotas de ACC, provocan una
fuerte alteracion en los niveles de este RC: al degradar este compuesto, origina un fuerte
gradiente de concentracion entre el interior y el exterior de la planta, favoreciendo su
exudacién y por lo tanto una disminucién de los niveles de etileno enddgenos, lo que
revierte en un crecimiento en longitud de la raiz, que de haber etileno no ocurriria. El
etileno es un RC implicado en numerosos procesos pero sobre todo se considera un RC
implicado en respuestas de estrés. Asi las PGPRs que actlan por este mecanismo, son
eficaces para mejorar procesos que implican un estrés en la planta, por ejemplo la
formacion de nodulos por rizobios en leguminosas o la formaciéon de asociaciones
micorricicas. En estos procesos una disminucion temporal de la capacidad de la planta
para formar etileno en las primeras etapas de la simbiosis es muy beneficioso.
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Facilitacion del proceso de establecimiento de endosimbiosis

El estudio y conocimiento de la rizosfera, tanto desde un punto de vista ecoldgico
como agrondémico tiene sus precedentes mas veteranos en los sistemas endosimbiéticos
planta-microorganismo mejor conocidos: la simbiosis rizobio-leguminosa y las micorrizas.
Mas alla del interés béasico (ecolbégico) que puede tener el conocimiento de procesos
poblacionales (competencia, cooperacién)en la colonizacion de la raiz por el simbionte,
podemos pensar en la optimizacién y mejora del proceso utilizando PGPRs.

Este planteamiento ha tenido tres derivaciones en términos de lineas de
investigacion: i) la posible utilizacién de bacterias (PGPRs) como ayudantes (helpers) del
proceso infectivo, tanto para rizobios como para micorrizas, ii) la elaboracion de
consortiums (consorcios) de bacterias (0 de bacterias y micorrizas) para mejorar la
infeccion y consecuentemente la salud y productividad de las plantas vy iii) el estudio del
impacto ecolégico de los inoculantes en las comunidades autdctonas rizosfericas
(Probanza et al., 2001). Como se puede observar, en los tres casos los aspectos basicos
y aplicados se imbrican de forma dificilmente desligable. Los estudios realizados en esos
ambitos son abundantes, y en muchos casos han conducido a productos comerciales
explotados en agronomia o en silvicultura, para la produccién de planta en vivero
(Probanza et al., 2002) o para su posterior introduccion en condiciones de campo, con
fines de reforestacion o recuperacion de suelos (Rincon et al., 2006).

Los mecanismos de accion que encontramos en este tipo de procesos se han
indicado en otros puntos de esta comunicacion: desde la produccion de RCs que
aumenten la superficie radical (mejorando el ataque del simbionte) a la exclusion de otros
posibles simbiontes, bien por produccién de antibiéticos o sideroforos o por
desplazamiento al ocupar los microhabitas.

Induccién de de resistencia sistémica (ISR) en plantas

A finales del pasdo siglo, Van Loon y colaboradores (1998), hicieron un
descubrimiento de vital importancia para el conocimiento de los mecanismos de defensa
en plantas. Determinadas bacterias no patégenas de plantas, eran capaces de prevenir
eficazmente el ataque de microorganismos patdgenos. Las bacteria capaces de esto se
consideran PGPRs al disparar en la planta una respuesta que la hace resistente al
ataque ulterior de algun patégeno. Se trata de una respuesta es sistémica, es decir se
produce en toda la planta, aunque la bacteria inductora hubiese interaccionado en una
sola regién de la planta. Asi, el patégeno no puede infectar aunque penetre por un lugar
diferente al que empled la bacteria para disparar la respuesta en la planta. Ademas se
requiere un tiempo entre el contacto con la PGPR vy el ataque del patégeno para que se
puedan inducir los genes implicados en la respuesta sistémica (ver p.e. Domenech et al.,
2007). A este mecanismo de proteccion se le denomina respuesta sistémica inducida
(ISR), para diferenciarlo de la respuesta sistémica adquirida (SAR) en la que participa un
patébgeno que interacciona virulentamente con la planta, sin llegar a producir dafios
letales, induciendo también una resistencia sistémica que previene del ataque posterior
de un patégeno. La importancia del descubrimiento es vital, porque propone una repuesta
de caracter “inmunitario”, es decir podemos hablar de “vacunar” a la planta, utilizando
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términos de procedencia animal pero que encajan en el modelo. La capacidad de inducir
resistencia sistémica de una determinada bacteria depende del sistema planta-bacteria
beneficiosa-patdgeno del que se trate, es una respuesta altamente especifica.

Actualmente (véase Van Loon et al., 2006) sabemos que la respuesta ISR esta
mediada por moléculas diferentes de la que intervienen en la respuesta SAR. Desde que
se describi6 la ISR, se han identificado dos mediadores quimicos implicados en el disparo
de la respuesta sistémica, el acido salicilico, que también es utilizado en la respuesta
SAR, y el tandem etileno-jasménico. Ademas, también se sabe que las proteinas de
resistencia (PRs) que se inducen en cada respuesta son diferentes y que no todas las
plantas son capaces de generar esta respuesta. Mas alla, los datos actuales exceden la
mera fisiologia de la planta y nos permiten constatar la intima interaccion de exudados
radicales, bacterias y sefializacion de defensa en la planta (Doornbos et al., 2011), lo que
a su vez evidencia la cohesion de este criptoecosistema llamado rizosfera.
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