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Resumen

El constante crecimiento de la poblaciéon y los cambios en la dieta han
incrementado la demanda mundial de alimentos. Esto implica la necesidad de
aumentar la produccién agricola y, ademas, hacerlo de forma que fomente la
seguridad alimentaria. Principalmente, se busca reducir el uso de fertilizantes

quimicos, que tantos problemas ocasionan.

Entre las principales estrategias agricolas naturales que persiguen disminuir el
uso de agroquimicos, se encuentra la aplicacion de los denominados mi-
croorganismos promotores de crecimiento vegetal, conocidos como PGPM
(Plant Growth-Promoting Microorganisms). Sobre todo, nos centramos en el uso
de las bacterias que proliferan en la rizosfera conocidas genéricamente como
Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR). Las PGPR son
multifuncionales, pudiendo desarrollar diversas actividades que ejercen efectos
positivos sobre el crecimiento vegetal. Los mecanismos de accién utilizados
pueden actuar directamente, estimulando el crecimiento de la planta, o
indirectamente, actuando como Agentes de Control Biologico (BCA) vy

protegiendo a la planta de fitopatégenos.

Actualmente, existe un aumento global en la demanda de biofertilizantes, lo que
propicia que el mercado de biofertilizantes microbianos esté creciendo cada afo.
Esto ha favorecido la investigacion y el desarrollo en campos como los de la
biotecnologia, la nanotecnologia y la rizoingenieria, que abren futuras vias para
la produccion de biofertilizantes ecoldgicos y eficaces. Asi pues, en los proximos
afos se perfila un futuro prometedor en el campo de la agricultura y las ciencias

de la vida.

Palabras clave: Rizobacterias; Biofertilizantes; Agentes de Control Biologico;

Fertilizantes Quimicos; Microorganismos Promotores de Crecimiento Vegetal.




Abstract

Steady population growth and changes in diet have increased global demand for
food. This implies the need to increase agricultural production and, moreover, to
do so in a way that promotes food security. Mainly, try to reduce the use of

chemical fertilizers, which cause so many problems.

Among the main natural agricultural strategies that seek to reduce the use of
agrochemicals, there is the application of the so-called Plant Growth-Promoting
Microorganism, known as PGPM. Above all, we focus on the use of bacteria that
proliferate in the rhizosphere known generically as Rhizobacteria Promoters of
Plant Growth (PGPR). PGPRs are multifunctional, being able to develop various
activities that have positive effects on plant growth. The mechanisms of action
used can act directly, stimulating the growth of plants, or indirectly, acting as

Biological Control Agents and protecting the plant from phytopathogens.

Currently, there is a global increase in demand for biofertilizers, which means that
the market for microbial biofertilizers grows every year. This has facilitated
research and development in areas such as biotechnology, nanotechnology and
rhizo-engineering, which open up future avenues for the production of ecofriendly
and efficient biofertilizers. So, in the coming years a promising future in

agriculture and life sciences is outlined.

Keywords: Rhizobacteria; Biofertilizers; Biological Control Agents; Chemical
Fertilizers; Plant Growth-Promoting Microorganism.




1. Introduccion

La demanda mundial de alimentos esta aumentando debido al crecimiento de la
poblacion y los cambios en la dieta (Alberton et al.,2020). Para el 2050 se estima
que la poblacidon mundial alcanzara 9.000 millones, por lo que es necesario
aumentar la produccion agricola, de manera que se pueda cubrir esa mayor
demanda y, ademas, hacerlo de forma que fomente la seguridad alimentaria. Sin
embargo, conseguir tal objetivo no resulta sencillo, especialmente si se tienen en
consideracion los cambios climaticos y, en concreto, la influencia de las sequias.
Para la fecha mencionada, se espera que mas de un 50% de las tierras
cultivables se vean afectadas por este problema lo que acarrearia una grave

disminucién de la produccién agricola (Thakur et al., 2021).

La Revolucion verde del siglo XX trajo consigo la utilizacion de ingentes
cantidades de fertilizantes quimicos, herbicidas y plaguicidas. Esta fue una de
las principales estrategias utilizadas para incrementar los beneficios derivados
de la produccién mundial de alimentos (Backer et al., 2018). En la actualidad el
sistema agricola se sigue basando en la aplicacion de grandes cantidades de
fertilizantes quimicos que aportan alrededor del 50% de los nutrientes necesarios

para el desarrollo de las plantas (Jiménez-Gomez et al., 2021).

Sin embargo, la intensificacion de la aplicacion de este tipo de fertilizantes ha
tenido efectos adversos, dando lugar a una amplia gama de problemas tales
como la degradacion de los suelos, ya que la incorporacion de este tipo de
productos ocasiona alteraciones en sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas,
como consecuencia de su potencial téxico. Asi, se han descrito modificaciones
de las comunidades microbianas, contaminacion del entorno edéfico, y de las
aguas superficiales y subterraneas, aumento de las emisiones de gases de
efecto invernadero, mayor susceptibilidad de los cultivos a plagas y
enfermedades, y pérdida de biodiversidad, entre otras (Xu et al., 2018; Guo et
al., 2019). Incluso, se han reportado diversos efectos toxicos en la salud humana

(Pelosi et al., 2014). Por lo tanto, la aplicacion de fertilizantes mas ecol6gicos




que sustituyan a los fertilizantes quimicos ha sido considerado uno de los

principales retos agricolas de los ultimos afios.

La necesidad de nuevos mecanismos que eleven la productividad del campo ha
impulsado la busqueda de métodos alternativos a los compuestos de origen
quimico para, entre otros efectos, potenciar el crecimiento de raices, fortalecer
mecanismos naturales de respuesta a enfermedades e insectos y aumentar la
produccion. Entre las estrategias agricolas naturales que persiguen disminuir la
aplicacion de agroquimicos, se encuentran la reduccion de las practicas de
labranza del suelo y arado, el uso de mantillos con residuos vegetales, la rotaciéon
de cultivos, y la realizacion de cultivos intercalados (Gu et al., 2017). Otra de las
grandes alternativas propuestas se relaciona con la incorporacion de organismos
seleccionados por sus funciones en relacion con diversos procesos bioldgicos,
lo que implica un menor riesgo ambiental y sanitario, tanto para las plantas como
para los seres humanos (Avis et al., 2008).Dentro del mundo microbiano, y en
relacion con el sector agricola, destacan por su gran potencial positivo los
denominados microorganismos promotores de crecimiento vegetal, conocidos
como PGPM (Plant Growth-Promoting Microorganisms) (Bashan et al., 2014).

Los microorganismos son ubicuos en la naturaleza, forman parte de la cadena
trofica y desempefian un papel principal en el ciclo del nitrégeno y del carbono,
asi como de practicamente todos los elementos nutricionales, incluidos los
micronutrientes, e influyen en nuestra vida cotidiana tanto de forma perjudicial
como beneficiosa (Blake et al., 2020). En particular, la poblacién bacteriana del
suelo tiene la capacidad de crecer rapidamente y utilizar una amplia gama de
sustancias diferentes como fuente de nutrientes. Adicionalmente, presenta un
elevado potencial de dispersion dentro del suelo, asi como de adhesion a las
particulas del suelo, o de interaccion con las raices de las plantas y su zona de

influencia la conocida como rizosfera.

Se define la rizosfera como el volumen del suelo que rodea las raices de las
plantas formando un nicho ecoldgico bien definido, caracterizado por un elevado
contenido de nutrientes (Dhayalan y Karuppasamy, 2021). Esta zona se
caracteriza por poseer una mayor poblacién microbiana, entre 100 y 1000 veces
mayor que el resto de suelo, dando lugar a una interaccién Unica y dindmica

entre las raices de las plantas y los microorganismos presentes (Lambers et al.,




2009). Numerosos estudios revelan que algunas especies bacterianas son
capaces de mejorar el rendimiento de cultivos importantes como la soja, el maiz,
el trigo y el arroz, y reducir la gravedad de las enfermedades que puedan afectar
a estos cultivos (Ji et al., 2020, Ngalimat et al., 2021, Silva et al., 2021). En
general, la rizosfera alberga una comunidad microbiana compleja que incluye
microorganismos saprofitos, epifitos, enddfitos, patdgenos y beneficiosos.
Ademas de bacterias, esa comunidad microbiana se encuentra compuesta por
hongos, algas, y protozoos, si bien las bacterias son las mas abundante (Mendes
et al., 2013).

Las bacterias que proliferan en la rizosfera, colonizan las raices y ayudan a las
plantas de diversas maneras y, en la linea mencionada con anterioridad, se
conocen genéricamente como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento
Vegetal (PGPR).

El 15% de la superficie de la raiz estad cubierta por poblaciones microbianas,
pertenecientes a varias especies de bacterias. La mayoria de las PGPR
pertenece a los géneros Acinetobacter, Agrobacterium, Arthobacter,
Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia, Bradyrhizobium, Rhizobium, Frankia,

Serratia, Thiobacillus, Pseudomonas, y Bacillus (Goswami et al., 2016).

Estos microorganismos poseen versatilidad metabdlica para adaptarse al
entorno rizosférico y utilizar los exudados alli presentes. Las plantas secretan a
través de las raices cierta cantidad de productos fotosintéticos en forma de
diferentes azucares, los cuales son utilizados por las poblaciones microbianas
(Fig. 1) (Glick et al., 2014). Actividades metabdlicas posteriores por parte de
estas bacterias favorecerdn la biodisponibilidad de nutrientes minerales,
guedando de esta manera accesibles a las plantas, que los absorben por las
raices. Entre los mecanismos desarrollados por la microbiota rizosférica para
actuar sobre la biodisponibilidad de los nutrientes destacan la solubilizacion o las
reacciones de caracter redox. Otras acciones de caracter positivo que pueden
llevar a cabo son, entre otras, la produccion de fitohormonas, como por ejemplo
el &cido indolacético, o la reduccion de enfermedades a través de la produccién

de antibidticos y sideroforos. (Gouda et al.,2018).
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Fig. 1 Influencia de los exudados radiculares sobre los eventos que tienen lugar en la
rizosfera y sobre las poblaciones microbianas en ella existentes. En la mitad derecha se
muestran las interacciones a nivel de especie, mientras que en la mitad izquierda aparecen
las interacciones a nivel comunitario. Las formas bacilares representan distintas especies
microbianas, mientras que las restantes formas geométricas se identifican con distintos

exudados radicualres (Huang et al.,2014).

Aunque muchos estudios se centran en el potencial de las PGPR, no se puede
dejar de lado la influencia que ejercen otros microorganismos, como son los
hongos. Numerosos autores describen el papel fundamental que juegan estos
microorganismos en el ecosistema y cOmo pueden mejorar el crecimiento de las
plantas y su tolerancia a diferentes estreses (Jogaiah et al.,2013; Begum et al.,
2019). Estos microorganismos son conocidos como Hongos Promotores del
Crecimiento Vegetal (PGPF). Muchos de ellos establecen simbiosis mutualistas




con las plantas. EI hongo suministra a la planta nutrientes inorganicos esenciales
que esta necesita para su nutricion y la planta aporta al hongo heterétrofo los
compuestos orgénicos. El establecimiento de estas asociaciones implica la
creacion de fuertes interdependencias, tanto es asi que el hongo pasa a ser una
parte mas del sistema radical quedando perfectamente integrado en el mismo.
El desarrollo del hongo sin el concurso de la planta hospedadora se veria muy
dificultado o incluso imposibilitado, y esta también presenta un rango de
dependencia del hongo que va desde absoluto hasta relativo en mayor o menor
grado (Requena et al., 1997). Por tanto, los PGPF colonizan los tejidos vegetales
contribuyendo a la proteccién de la planta hospedadora del ataque de patégenos
microbianos y mejoran la disponibilidad de nutrientes del suelo, facilitando su
intercambio, favorecen la actividad enzimatica y promueven la produccion de
hormonas (Hassan et al., 2017). Tanto bacterias como hongos pueden promover
la solubilizacién del fosfato y proporcionar nitrégeno a sus plantas hospedadoras
(Abdel-Motaal et al.,2020).

El objetivo del presente Trabajo Final de Master es proporcionar el conocimiento
adecuado sobre las caracteristicas, funcionalidad y mecanismos de los PGPR y sus
aplicaciones como agentes de biocontrol, agentes estimuladores del crecimiento
vegetal y rizorremediadores del suelo. Para ello se realizara una extensa revision
bibliografica que permita recopilar el conocimiento actualmente existente en torno

al tema y pueda contribuir a lograr una agricultura mas sostenible.

2. Microorganismos promotores del crecimiento en las
plantas (PGPMs)

2.1 Descripcion

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal desempefian un papel
importante en relacion con distintas funcionalidades de interés en sistemas
agricolas, que incluyen la fijacion de nitrégeno atmosférico, la absorcion de agua,
o la solubilizacion y el trasporte de diversos minerales desde el suelo a la planta.

Son utilizados para mejorar el crecimiento y la productividad de las plantas




contribuyendo de esta manera a la sostenibilidad agricola y a la seguridad

alimentaria (Delgado-Ramirez et al., 2021).

Existen dos grupos principales de PGPMs: los hongos promotores del
crecimiento vegetal (PGPF) y las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPB) (Soumare et al., 2021).

En relacion con los PGPF, las plantas establecen una amplia variedad de
interacciones con los hongos del suelo. En 1885, el bidlogo aleman Albert
Bernhard Frank describié por primera vez el término micorriza como una serie
de estructuras formadas por las asociaciones que se establecen entre varios
géneros de hongos de suelo y las raices de la mayoria de las plantas vasculares,
e incluso se han descrito sobre plantas no vasculares (Frank, 1885). Entre las
plantas vasculares colonizadas por micorrizas se encuentran todas las especies
lefiosas de interés forestal (Fagaceas, Betulaceas, Pinaceas, etc.), todas las
especies de interés horticola (Solanaceas, Gramineas, etc.) y muchas familias
de importancia ornamental (Orquidiaceas, Rosaceas, etc.). Esto da una clara
idea de la importancia ecolégica y econdmica de las micorrizas. Se han descrito
tres tipos de micorrizas (Fig.2), distribuidas en diversos taxones (Harley y Smith,
1983).

- Ectomicorrizas: se producen principalmente sobre especies forestales y
lefiosas. Los hongos que las forman, Basidiomicetos y Ascomicetos,
desarrollan una capa de micelio sobre la zona cortical de las raices
nutricias de la planta. Estan asociados con el 10% de las familias de
plantas y son dominantes en bosques templados y boreales (Soumare et
al., 2021).

- Endomicorrizas: los hongos que las producen colonizan intracelularmente

el cortex radical. Existen tres tipos caracteristicos dentro de este grupo:

e Orquideomicorrizas, asociadas a Orquidiaceas.

e Ericomicorrizas, ligadas a la Familia Ericaceae y con muchas
similitudes estructurales con las ectendomicorrizas.

e Micorrizas arbusculares, caracterizadas por formar arbusculos

intracelulares y, sin duda, las de mayor difusion e importancia




econdmica y ecoldgica, ya que establecen simbiosis con mas

del 90 % de todas las especies de plantas (Begum et al., 2019).

- Ectendomicorrizas: los hongos que las producen colonizan de forma dual
las raices. Por un lado, forman un manto cortical externo y, por otro,

penetran intracelularmente en el cortex.

Plant

@

Other EF?
Trichoderma)
Fusarium,
Penicillium

Fig. 2 Representacion esquematica de la raiz y la colonizacién de la rizosfera por parte de
microorganismos beneficiosos. AMF, hongos micorricicos arbusculares; ERM, hongos
micorricicos ericoides; OMF, hongos micorricicos orquidales; EMF, hongos ectomicorricicos;
EF, hongos enddfitos; A, arbusculos; ERH, hifas extraradicales; V, vesiculas; S, esporas; HC,

bobinas de hifas; P, peloton; HN, red de hartig y M, manto (Soumare et al.,2021).

En una primera instancia, se produce una identificacibn mutua planta-hongo en
la rizosfera, en regiones préximas a las raices nutricias, reconocimiento que
parece mediado por sustancias exudadas por la raiz que sirven de mensajeros
moleculares y, a su vez, provocan el crecimiento del micelio y un biotropismo
positivo del mismo hacia estas. Luego se produce el contacto intercelular, al
modificarse las hifas del hongo para producir la infeccion de la célula
hospedadora. En tercer lugar, se producen cambios morfolégicos y estructurales,

tanto en los tejidos colonizados por el hongo, como en la organizacién de la




pared celular del mismo. Posteriormente, se produce la integracion fisioldgica de
ambos simbiontes, y en ultimo lugar la alteracion de las actividades enzimaticas
(Barceld y Lopez, 1999). Los PGPF infectan las plantas sin causar sintomas y
pueden expresar diferentes estilos de vida mutualista, saprofito latente o
patdgeno latente segun sea el genotipo, la fisiologia y la edad del hospedador.
Sin embargo, solo un pequefio porcentaje de hongos son patdgenos latentes
(Yuan et al., 2010).

En el caso de las especies procariotas, el grupo de las PGPB representa del 2 al
5 % de las bacterias totales que conforman la rizosfera. Se han descrito tanto
bacterias de vida libre como asociativas, bacterias endofiticas y bacterias
simbidticas formadoras de nédulos. Entre los géneros mas estudiados de PGPB
destacan Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum, Azotobacter, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Frankia, Burkholderia, Thiobacillus, Serratia, y Streptomyces
(Jiao et al., 2021).

Las PGPB desempefian multiples papeles beneficiosos en los ecosistemas.
Entre los principales, cabe resaltar su intervencion en el ciclo de los nutrientes y
la absorcion de estos, la estimulacion de la inmunidad innata de las plantas, la
inhibicién del crecimiento potencial de fitopatdégenos y la mejora directa del
crecimiento de las plantas mediante la produccion de fitohormonas u otros
metabolitos. Ademas, otra de las funciones destacables es su capacidad de
limpieza ambiental llevando a cabo procesos de biorremediacion del suelo, ya
que poseen una alta adaptabilidad en diversos ambientes edaficos, debido a una
gran plasticidad bioguimica que les permite metabolizar una serie de

compuestos xenobioticos (Khatoon et al., 2020).

2.2 Clasificacion

Los PGPMs rizosfeéricos, tal y como hemos visto anteriormente, tienen su habitat
natural en el suelo, viviendo en la superficie de las raices o bien colonizando los
tejidos internos de las plantas donde llevan a cabo diferentes funciones. Existen
varios microorganismos del suelo pertenecientes a taxones muy diferentes cuya

eficacia como PGPMs ha sido demostrada.




Una de las clasificaciones realizadas por algunos autores es la de agrupar los
PGPMs en dos grupos principales ya vistos en el apartado anterior: PGPF y
PGPB. También pueden ser clasificados en tres grupos dependiendo del
mecanismo promotor del crecimiento que utilicen (Fig. 3). Por lo tanto, segun su

actividad encontrariamos (Soumare et al., 2021):

-Biofertilizantes, que muestran caracter ecoldgico, lo que ayuda a las practicas
agricola. Se mantienen los microrganismos vivos aumentando la disponibilidad
de nutrientes y su utilizaciébn por parte de las plantas, lo que trae un mejor

resultado en términos de productividad a largo plazo (Santhosh et al., 2018).

-Bioestimulantes o fitoestimulantes, que producen sustancias beneficiosas no
relacionadas con funcionalidades nutricionales. Un claro ejemplo seria la sintesis
de sustancias reguladoras del crecimiento de las plantas (PGRs), también
llamados fitorreguladores. Son aquellas sustancias que, en muy pequefa
cantidad afectan al desarrollo de las plantas. Los principales PGRs son las

fitohormonas u hormonas vegetales (Alcantara- Cortés et al., 2019).

- Biopesticidas o agentes de biocontrol, encargados de controlar el desarrollo de
patdgenos en las plantas mediante la produccién de metabolitos, como el cianuro
de hidrogeno, mecanismo de antagonismo, que incluyen, por ejemplo, la
produccién de sideroforos, bacteriocinas o antibidticos (Dhayalan y
Sudalaimuthu, 2021). Considerando sus efectos y mecanismos de accion, no es
sorprendente que la aplicacion combinada de tratamientos con PGPR sea mas
eficiente que la aplicacion de un solo tratamiento contra la inhibicion de
patogenos (Khatoon et al., 2020).

Algunos autores hacen mencion a la categoria de rizoremediadores que
comprende aquellos PGPMs encargados de degradar los contaminantes

organicos del entorno de la rizosfera (Somers et al., 2004).

En numerosas ocasiones los PGPMs rizosféricos son multifuncionales, pudiendo
exhibir dos o tres mecanismos promotores del crecimiento vegetal. Ademas, sus
efectos pueden darse en diversas etapas del desarrollo de la planta, o frente a
distintos entornos, incluyendo la germinacion de la semilla, la nutricion, el

crecimiento y la respuesta a estreses biéticos y/o abidticos.
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Fig. 3 Papel y mecanismos de los microorganismos rizosféricos promotores del

crecimiento vegetal (Soumare et al., 2021).

Bahan y Holguin (1998), propusieron el establecimiento de dos categorias de
PGPB, en funcion de que, ademas de la capacidad de promover el crecimiento
vegetal, muestren actividades relacionadas con la proteccion vegetal. Asi, junto
a las PGPB habituales, se incluirian las Biocontrol-PGPB, con mayor versatilidad
en las funcionalidades que pueden exhibir con respecto a las plantas. Estos
microorganismos poseen mecanismos de accién indirectos, que ayudan a las
plantas a crecer de manera saludable bajo diferentes estreses abibticos, y la
protegen de parasitos, infecciones y depredadores. En oposicion, las PGPB no
pertenecientes a este grupo actdan unicamente mediante mecanismos directos
basados en la aportacién de nutrientes o moléculas reguladoras del crecimiento

vegetal (Goswami et al., 2016).

2.3 Legislacion y marco normativo

Actualmente, la normativa en vigor respecto a los biofertilizantes es el
Reglamento (UE) 2019/1009 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 5 de

junio de 2019, por el que se establecen disposiciones relativas a la puesta a




disposicion en el mercado de los productos fertilizantes UE, y se modifican los
Reglamentos (CE) n.o 1069/2009 y (CE) n.o 1107/2009, y se deroga el
Reglamento (CE) n.o 2003/2003. Fue publicado el 25 de junio del 2019 y entro
en vigor a los veinte dias de su publicacion en el Diario Oficial de la Unién
Europea. A partir de este Reglamento se establecen disposiciones y requisitos

para los productos fertilizantes a comercializar en la UE.

Este Reglamento cubre una amplia gama de materiales potencialmente
aceptados como constituyentes de fertilizantes, y se espera ampliar su alcance,
con el fin de incluir materiales reciclados y organicos de diferentes origenes,
contribuyendo asi a desarrollar la economia circular dentro de la Unién Europea.
De hecho, uno de los principales objetivos subyacentes en este reglamento,
enmarcado en las actuales politicas dirigidas al fomento de actividades que
permitan modelos de desarrollo mas naturales y respetuosos con el entorno, es
incentivar en la UE la produccion de fertilizantes a partir de materias primas
organicas o secundarias no importadas para favorecer el autoabastecimiento

europeo, en el escenario de una agricultura sostenible.

El presente Reglamento define un producto fertilizante como “una sustancia,
mezcla, microorganismo o cualquier otro material aplicado o que se destina a ser
aplicado en los vegetales o en su rizosfera, en los hongos o en su micosfera, o
destinado a constituir la rizosfera o la micosfera, por si mismo o mezclado con
otros materiales, con el fin de proporcionar nutrientes a los vegetales o a los
hongos o mejorar su eficiencia nutricional”. Como novedad, ademas de la
recapitulacion de definiciones y términos fundamentales, se incorporan
conceptos tales como el de los bioestimulantes de las plantas, ya que los
microorganismos no estaban sujetos a registro con arreglo al Reglamento (CE)
n° 1907/2006, o a cualquier otra legislacion horizontal de la Union. Asi, se
contemplan determinadas sustancias, mezclas y microorganismos, bajo el
término genérico de bioestimulantes de las plantas, que no son aportes de
nutrientes propiamente dichos, aunque estimulen los procesos naturales de
nutricion. Tales productos son, por naturaleza, mas similares a los productos
fertilizantes que a los productos fitosanitarios, puesto que mejoran la eficiencia
en el uso de nutrientes de los vegetales, la tolerancia al estrés abidtico, e

incrementan la disponibilidad de nutrientes inmovilizados en el suelo o la




rizosfera. Adicionalmente, se recogen los requisitos aplicables a cumplir por los
productos fertilizantes, las obligaciones de fabricantes, importadores vy
distribuidores, y se exponen las diferentes Categorias de Materiales

Componentes (CMC).

Este Reglamento abarca todas las categorias de fertilizantes y divide los
productos fertilizantes UE en diferentes categorias funcionales (CFP), a cada
una de las cuales se le asocian requisitos especificos de seguridad y calidad. De
forma concreta, la CFP 6 hace referencia a los bioestimulantes de plantas de
naturaleza microbiana. Se considera que un bioestimulante de planta microbiano
estara constituido por un microorganismo o0 un grupo de microorganismos
mencionados en la CMC 7, relativa a los microorganismos. Se declararan todos
los microorganismos afadidos de forma intencional y, en caso de que existan
diversas cepas del microorganismo en cuestion, se indicaran las cepas
afadidas. La o las densidades poblacionales reales de microorganismos no
podran diferir en méas de un 15 % del valor o valores declarados, y sera
expresada como numero de unidades activas por volumen o peso, o de cualquier
otra manera que sea pertinente para el microorganismo de que se trate, por

ejemplo, unidades formadoras de colonias por gramo (ufc/g).

3. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR)

3.1 Antecedentes y actualidad

La existencia de bacterias que pueden aumentar el crecimiento y la productividad
se conoce desde hace mas de un siglo. El término rizobacteria se introduce de
la mano de Kloepper y Schroth en 1978, durante el Cuarto Congreso
Internacional de Bacterias Patdgenas de las Plantas realizado en Francia. Pero
no fue hasta 1980 cuando estos mismos autores acufiaron el concepto de PGPR
(Goswami et al., 2016). Ya en 1998, Bashan y Holguin propusieron una revision

de la definicién original del término PGPR, ya que existen algunas bacterias que




poseen efectos beneficiosos sobre las plantas, aunque se encuentren fuera del

medioambiente de la rizosfera (Bashan y Holguin, 1998).

El uso de productos agricolas basados en microorganismos tiene una larga
historia, comenzando por la utilizacion a principios del siglo XX de rizobios en
leguminosas. Los rizobios son bacterias de origen edafico, caracterizadas por
fijar nitrégeno después de haberse establecido endosimbidticamente en el
interior de los nédulos radiculares de las leguminosas (Desbrosses y Stougaard,
2011).
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Fig. 4 Numero de publicaciones relacionadas con biofertilizantes por afio

recogidas en la base bibliografica Scopus.

En la actualidad, el nimero de trabajos publicados por afio sobre este tema
alcanza cifras significativas (Fig. 4), creando una disciplina que ha cambiado los
conceptos tradicionales basicos de la fisiologia vegetal y la ecologia microbiana.
La mayoria de los articulos intentan demostrar la eficacia de estas PGPR en el
crecimiento, rendimiento y parametros de calidad de diferentes cultivos como la

berza (Helay et al.,2020), el tomate (Yagmur et al., 2021), la escarola (Jiménez




et al., 2021), las legumbres de grano (Swarnalakshmi et al., 2020), etc. Otros
autores prefieren centrarse en el papel que ejercen estos microorganismos como
agentes de biocontrol, disminuyendo y/o suprimiendo los efectos de los
patégenos en los vegetales (Jiao et al., 2021; Delgado-Ramirez et al., 2021), o
bien exponen la mejora que presentan los cultivos en la tolerancia a diferentes
estreses abidticos, como son la sequia (Thakur et al., 2021) y la salinidad (Kumar
et al.,2020; Gupta et al.,2021).

Algunos estudios intentan comprender el impacto de los biofertilizantes y tratan
de averiguar en qué medida estos podrian reemplazar a los fertilizantes
convencionales. En la investigacion llevada a cabo por Sharma et al. (2021) se
plantea el potencial de reemplazo que podria tener un biofertilizante, basado en
un consorcio bacteriano integrado por Azotobacter chroococcum, Bacillus
megaterium y Pseudomonas fluorescens (ABP), en relacién con un fertilizante
quimico tradicional. Los resultados, fundamentados en parametros tales como
nitrégeno del suelo, comunidad bacteriana residente, parametros de la planta,
etc., mostraron que el fertilizante quimico podria ser reemplazado por el
consorcio mixto ABP sin comprometer el rendimiento de la planta ensayada
(Cajanus cajan). Adicionalmente, la aplicacion combinada de ambos productos
produjo una mejora en la fertilidad del suelo y modificé positivamente la rizosfera.
En relacion con este Ultimo aspecto, un reciente estudio realizado por Sinong et
al. (2021) sobre una plantacién de arroz, puso de manifiesto que el tipo de
practica agricola utilizada marcaba un claro efecto en la estructura de la
comunidad microbiana rizosférica. En concreto, la comparativa entre practicas
de fertilizacion agricola convencional y la implementacion de protocolos carentes
de fertilizantes quimicos y pesticidas revel6 que en el primer caso se redujo la
abundancia de los filos dominantes (Proteobacterias, Firmicutes, Chloroflexi y
Spirochaetes) y la diversidad global, presentando la parcela “natural” un mayor

numero de taxones diferenciales.

Las tendencias mas recientes, que centraran el interés de los investigadores en
los proximos afos, se relacionan con perspectivas mas innovadoras,
sustentadas en la utilizacion de herramientas tecnoldgicas de ultima generacion,

como la metaprotedmica, la nanotecnologia y la rizoingenieria, que abren futuras




vias para la produccién de biofertilizantes ecolégicos y eficaces (Hakim et al.,
2021).

3.2 Especies consideradas como PGPR: Caracteristicas

Una supuesta rizobacteria es calificada como PGPR cuando es capaz de
producir un efecto positivo en la planta tras la inoculacion, demostrando asi
buenas habilidades competitivas sobre las comunidades rizosféricas existentes
(Goswami et al., 2016).

Algunos de los grupos PGPR representativos y mas estudiados incluyen géneros
como Acinetobacter, Agrobacterium, Allorhizobium, Arthrobacter, Azorhizobium,
Bacillus, Bradyrhizobium, Brevibacterium, Chromobacterium, Burkholderia,
Hyphomicrobium, Caulobacter, Flavobacterium, Erwinia, Gluconobacter,
Mesorhizobium, Micrococcus, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia,

Sinorhizobium, Sphingomonas, y Streptomyces (Vijayabharathi et al., 2016).

Uno de los mayores grupos de bacterias estudiados son las pertenecientes al
grupo de rizobios, que comprende los géneros Bradydhizobium, Mesorhizobium,
Sinorhizobium y Rhizobium, siendo este ultimo el mas estudiado. Son,
generalmente, bacterias simbiodticas asociadas a leguminosas, principalmente
conocidas por su papel en la formacién de nodulos fijadores de nitrégeno
relacionados con la mejora del crecimiento vegetal (Antoun y Prévost, 2005).
Estas bacterias pueden producir reguladores del crecimiento vegetal y solubilizar
fosfatos organicos e inorganicos (Antoun et al.,1998). Ademas de su efecto
promotor del crecimiento vegetal, Rhizobium spp, ha mostrado efectos
supresores de enfermedades causadas por hongos, bacterias, virus, nematodos
y/o plantas parasitas (Siddiqui et al., 2007). Podemos encontrar casos de
inhibicion directa del desarrollo del patogeno a través de fendmenos de
competencia o antibiosis, y otros casos en los que la inhibicion es indirecta a
traves de la activacion de los mecanismos de defensa de las plantas. El potencial
de Rhizobium spp. para producir compuestos extracelulares especificos, como
la trifolitoxina, que poseen actividad antimicrobiana directa es conocido desde

hace décadas (Breil et al.,1996). Otra caracteristica que podria estar relacionada




con el biocontrol es su capacidad para producir sideréforos quelantes de hierro.
Estos compuestos reducen o eliminan el hierro disponible para otros
microorganismos en el mismo lecho ecoldgico, y de esta manera producen su
actividad antagbénica mediante la competencia. Sin embargo, el rasgo
involucrado en el biocontrol de enfermedades mas estudiado en profundidad en
Rhizobium spp. es el relacionado con la resistencia inducida (RI). La presencia
de Rhizobium spp. estimula indirectamente a la planta para que active sus
mecanismos de defensa frente a un patégeno, como por ejemplo la produccién
de determinadas moléculas de defensa (compuestos fendlicos, flavonoides u
otras fitoalexinas). En 1998 Rabie demostrd que los compuestos fendlicos totales
y libres aumentaron significativamente en habas infectadas con Botrytus fabae
cuando la planta era preinoculada con Rhizobium leguminosarum bv, viceae. En
el caso particular de Rhizobium etli, el lipopolisacarido (LPS) es el implicado en
la activacion de la resistencia sistémica inducida (ISR), tal y como demostraron
Reitz et al. (2000). Se demostr6 que el LPS purificado inducia resistencia
sistémica, mientras que los mutantes de R. etili que carecian de parte del LPS

eran deficientes en la capacidad de inducir resistencia sistematica.

Entre los PGPR mas utilizados se encuentra Pseudomonas fluorescens, que
estimula el crecimiento de la planta mediante produccién de antibiéticos, lo que
evita enfermedades causadas por otras bacterias y hongos patégenos.
Pseudomonas spp. han sido ampliamente estudiadas por su capacidad para
reducir el desarrollo de varios patdgenos de plantas transmitidos por el suelo
(Carisse et al., 2003). Las vias de accion detectadas para este grupo incluyen la
produccion de diferentes compuestos antimicrobianos (Thrane et al., 2000),
competencia (Paulitz et al., 1992), e induccién de los mecanismos de defensa de
las plantas (Benhamou et al., 1996). También se demostro que poseen un efecto
promotor del crecimiento vegetal en ausencia de patégenos, ya que estimulan y
aceleran la germinacion de las semillas y el crecimiento de las plantas, gracias
a la sintesis de hormonas, como auxinas, giberelinas y citoquininas, y otras
sustancias, como aminoacidos y promotores especificos del crecimiento (Uribe
et al., 1999).

Son bastantes las bacterias capaces de ejercer ambas funciones, tanto las de

biocontrol como las de promover el crecimiento vegetal. Este es el caso de




Pseudomonas putida, que demostrd reducir el dafio causado por Pythium
ultimum en tomate y asi mejorar el crecimiento de las plantas infectadas, y a su
vez estimular el crecimiento de plantas sanas en un entorno libre de
enfermedades (Gravel et al., 2007). En la mayoria de los casos, el efecto
promotor directo del crecimiento vegetal por parte de Pseudomonas spp. en
ambientes libres de patégenos, a menudo se asocia con los mecanismos de
solubilizacion de fuentes de fésforo insolubles y / o regulacion de la
concentracion de reguladores del crecimiento de las plantas, ya sea a través de
su produccion o su degradacion (Vessey, 2003). El nivel de reguladores del
crecimiento de las plantas en las proximidades y dentro del sistema radicular
juega un papel importante. Leveau y Lindow (2005) demostraron que la
degradacion de IAA por parte de P. putida afectaba al desarrollo de la planta.
Otra actividad de biodegradacion llevada a cabo por las PGPR es la accién de la
actividad ACC desaminasa, que hidroliza &cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC), liberando amoniaco y a-cetobutirato, lo que previene la
sintesis en las plantas de niveles inhibidores de etileno en las raices (Penrose et
al., 2001). La reduccion del nivel de ACC en la rizosfera, causada por la actividad
de ACC desaminasa, aumenta la exudacion de ACC por la planta para mantener
el equilibrio, reduciendo la sintesis potencial de etileno en las raices y

proporcionando un aumento de la raiz.

Algunas bacterias son versatiles y pueden presentar varios mecanismos; es el
caso de Bacillus subtilis, que produce auxinas que promueven el crecimiento de
tomate e inducen resistencia sistémica contra Fusarium oxysporum, especie que

provoca marchitez y pudricion de las raices (Gupta et al., 2015).

3.3 Mecanismos de accioén de las PGPR

Las PGPR desarrollan diversas actividades que ejercen efectos positivos sobre
el crecimiento vegetal. Comprender la mecanica de actuacion de estos
microorganismos es clave para manipular la rizosfera con el fin de maximizar los
procesos que enriquecen la productividad de las plantas. Tradicionalmente,
algunos autores optan por clasificar los mecanismos de accién en dos grandes

grupos basados en sus efectos primarios. Por un lado, encontrariamos




mecanismos directos mediante los que las PGPR actian estimulando el
crecimiento de la planta de manera directa y, por el otro lado los mecanismos
indirectos llevados a cabo por rizobacterias que actian como agentes de control
bioldgico (BCA), ayudando a mejorar la productividad de la planta a través del
control de patdgenos vegetales (Avis et al., 2008). Pese a que la diferencia entre
los dos mecanismos no es siempre evidente, los mecanismos indirectos, por
regla general, son aquellos que suceden fuera de la planta, mientras que los
mecanismos directos son los que ocurren dentro de la planta y afectan

directamente al metabolismo (Vessey, 2003).
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Fig. 5 Modos de accidn de las PGPR (https://thebiologynotes.com/plant-growth-

promoting-rhizobacteria-pgpr/).

3.3.1 Mecanismos de accion directos

Los mecanismos directos engloban procesos para mejorar la disponibilidad de
nutrientes en el suelo. Las bacterias producen un metabolito o actividad capaz
por si misma de estimular el crecimiento vegetal tales como la solubilizacién de
nutrientes como fosforo, potasio, hierro y zinc, fijacion de nitrogeno (Basu et
al.,2021) y la produccion de fitohormonas, como acido indol-acético, giberelinas
y citoquinas entre otras (Goswami et al., 2016; Vijayabharathi et al., 2016;
Swarnalakshmi et al., 2020; Khan et al., 2020).




3.3.1 a) Fijacién bioldgica del nitrogeno

El nitrégeno es un nutriente limitante importante para el crecimiento de la planta.
Las plantas pueden acceder al nitrdgeno de la atmdsfera gracias a la ayuda de
ciertos microorganismos. Este proceso se conoce como fijacién del nitrégeno

atmosférico.

La fijacion biologica de nitrogeno (BNF) es el proceso de conversion del
nitrégeno elemental en formas utilizables por los seres vivos. Una parte
importante del nitrégeno elemental que entra en el suelo en condiciones
naturales proviene del proceso de fijacion asociado a microorganismos

beneficiosos del suelo, como son las PGPR (Masson-Boivin y Sachs, 2018).

Las cepas bacterianas que poseen la capacidad de fijacién de nitr6geno se
clasifican en dos grupos. Por un lado, encontramos un grupo formado por
bacterias simbiodticas asociadas a las raices de leguminosas, que poseen
especificidad y la caracteristica de infectar las raices de las plantas produciendo
nddulos. Este grupo incluye a los miembros de la Familia Rhizobiaceae. Por otro
lado, existe otro grupo de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre que no
poseen especificidad por la planta y realizan una fijacion de nitrégeno no
simbidtica (Oberson et al., 2013). Estas bacterias no penetran en los tejidos de
las plantas, pero establecen una relacion muy estrecha con las raices de estas,
de tal manera que el nitrégeno atmosférico fijado por las bacterias que no sea
utilizado para su propio beneficio es absorbido por la planta, permitiendo una
mayor disponibilidad de este elemento. Algunos ejemplos de bacterias fijadoras
de nitrégeno de vida libre son Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia,

Herbaspirillum, Bacillus, Clostridium y Pseudomonas (Goswami, et al., 2016).

Los rizobios y las bacterias fijadoras de nitrégeno comparten genes nod y nif que
codifican para la nodulacion y fijacion de nitrégeno, respectivamente. La fijacion
de nitrdgeno es realizada por el complejo enzimético de la nitrogenasa (Fig. 6)
(Zehr y Turner, 2001). Especies pertenecientes a los géneros Azotobacter y
Azospirillum son las mas utilizados en ensayos agricolas. La aplicacién de
Azotobacter chroococcum 'y Azospirilum brasilense en agricultura,
especialmente en cereales, ha dado lugar a aumentos notables en el rendimiento

de los cultivos (Oberson et al., 2013). Estudios recientes han demostrado que




los integrantes del género Azospirillum pueden proporcionar una cantidad
suficiente de nitrégeno al girasol y mejorar su rendimiento y productividad
(Fukami et al., 2018). A lo largo del tiempo, otras cepas con presencia del cluster
de genes nif, como Bacillus y Paenibacillus, han ido ganando importancia. Por
otra parte, también se ha comprobado la existencia de interacciones entre
distintos fjadores de nitrégeno, como en el caso de Pseudomonas con
Rhizobium, lo que podria sugerir un proceso sinérgico para formar nédulos y
tener mejor capacidad de fijacion de nitrogeno (Tilak et al., 2006). Estas bacterias
pueden llegar a fijar nitrégeno hasta niveles préximos a 15 kg / ha / afio. En 1992,
Harold, Evans y Burris informaron que la cantidad de nitrégeno fijado oscila entre
20y 30 kg por hectéarea y afio.
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Fig. 6 Fijacidn de nitrégeno atmosférico mediada por la accién del complejo enzimético de la

nitrogenasa (https://www.redalyc.org/jatsRepo/920/92043276015/html/index.html).

Varias de estas cepas también son capaces de producir hormonas de
crecimiento vegetal, como acido indolacético (IAA), lo que ayuda a las plantas
en la absorcion de nutrientes, y a mejorar el crecimiento, favoreciendo asi su
desarrollo (Aulakh et al., 2001).

De lo expuesto en el presente epigrafe se desprende que, la fijacién de nitrdgeno
se considera un rasgo importante de los PGPR, ya que proporciona nitrégeno a
la planta mejorando el crecimiento y rendimiento del cultivo (Wang et al., 2021).
Ademas, contribuye en gran medida a la produccion de fertilizantes organicos

(Kuypers et al., 2018). Durante mas de 20 afios, cepas fijadoras de nitrégeno se




han comercializado como biofertilizantes, y se consideran importantes para la
agricultura (Goswami et al., 2016), por promover la disponibilidad de nutrientes

y reducir la aplicacion de fertilizantes quimicos.

3.3.1 b) Solubilizacion del fosfato

Después del nitrégeno, el fosforo es el nutriente mas limitante para las plantas.
Esta involucrado en casi todas las principales vias metabdlicas que desarrollan
las plantas, incluyendo fotosintesis, respiracion, cadena de transporte de
electrones, biosintesis de macromoléculas y transduccion de sefiales (Khan et
al., 2010). Ademas, también juega un papel en la mejora del crecimiento de las
raices, desarrollo de las semillas y madurez normal del cultivo (Heydari et al.,
2008).

A pesar de las abundantes reservas de fésforo existentes, no esta disponible en
una forma adecuada para la absorcion de las plantas, ya que se encuentra
presente de forma ligada con moléculas organicas o inorgénicas. Por lo tanto,
las plantas son capaces de absorber bajas cantidades de fertilizantes fosfatados
debido a su fijacion en el suelo en forma de complejos insolubles (Alori et al.,
2017).

Desde una perspectiva nutricional, el P disponible para las plantas es el fosfato
inorganico (Pi). Las plantas solo pueden absorber fosfato mono y dibasico, que

son las formas solubles de fosfato (Jha y Saraf, 2015).

En general, los microorganismos del suelo dinamizan el ciclo del P a través de
procesos de mineralizacion, inmovilizacién y solubilizacién (Fig. 7), los cuales
estan relacionados con su metabolismo nutricional. Las bacterias que actlan
sobre el fosfato utilizan diferentes mecanismos para liberar las formas insolubles
del fosfato. La participacion de microorganismos en la solubilizacion de fosfatos

inorganicos se conoce desde 1903 (Kucey et al., 1989).

Los principales mecanismos aceptados como responsables de la solubilizacion
microbiana del P mineral son la produccion de acidos organicos, la produccién de

protones, y la produccién de acidos inorganicos y COs..
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Fig. 7 Procesos de movilizacién e inmovilizacion del fésforo en el suelo (Khan et

al. 2009)

Uno de los procesos mas estudiados y estrechamente relacionado con la
capacidad de solubilizacién del Pi es la produccion de &cidos organicos. Las
plantas exudan a través de la raiz gran cantidad de fuentes de C, entre las que
destacan fructosa y glucosa y, en menor proporcion, sucrosa. Las PGPR tienen la
capacidad de utilizar estos azUcares y producir acidos organicos resultantes de la
respiracion oxidativa o de procesos fermentativos microbianos. Por ejemplo, el
acido gluconico es un factor importante que contribuye a la liberacion de fésforo

gue se encuentra de forma ligada (Rodriguez et al. 2006).

Muchas de las PGPR solubilizadoras de fosfato reducen el pH del medio debido
a la secrecion de acidos organicos como acético, oxalico, malico, succinico,
tartarico, 2-cetoglucénico, lactico y citrico (Tsegaye et al., 2019). El fosfato tiende
a reaccionar con calcio (Ca), hierro (Fe) o aluminio (Al), lo que conduce a su
precipitacion y hace que no esté disponible para la absorcion por la planta. Los
acidos liberados por parte de las PGPR actian como quelantes de estos cationes
divalentes, lo que impide que pueden asociarse con los compuestos fosforados

y propiciar su precipitacion.

También se ha demostrado que algunas PGPR pueden solubilizar fosfatos
insolubles sin producir &cidos organicos. En estos casos, el mecanismo principal
responsable de la solubilizacion es la produccion de protones durante la
asimilacion del NHs4*, o resultantes de las actividades respiratorias (Mullen,

2005), pues la reduccion concomitante del pH de la solucion del suelo favorece




la solubilizacion de los fosfatos precipitados. En la solucion del suelo, las formas

ionicas del Pi son dependientes del pH.

Otro mecanismo responsable de la solubilizaciéon de P es la mineralizacién, que
abarca la descomposicién de compuestos organicos complejos de P en formas

utilizables absorbidas por las plantas (Prasad et al., 2019).

El fosfato organico constituye una gran fraccion del fosfato soluble, que es
aproximadamente el 50% en aquellos suelos con alto contenido de materia
organica. El hexafosfato de inositol, también conocido como fitato, es la principal
forma del fosfato en forma organica (Alexander, 1977). Para que tenga lugar el
proceso de mineralizaciébn mencionado previamente, es necesaria la presencia
de ciertas enzimas que catalicen el proceso. Estas enzimas son las fosfatasas y
fitasas secretadas por los microorganismos del suelo. Las fosfatasas son
enzimas que se liberan extracelularmente y utilizan formas organicas de P como
sustrato para transformarlos en formas inorgénicas, mientras que las fitasas son
las encargadas de la liberacion del P del acido fitico (Puppala et al., 2019). En
algunas ocasiones, el fitato tiende a formar complejos insolubles con Fe, Al y Ca,

y se acumula en el suelo (Jha y Saraf., 2012).

Otros de los mecanismos propuestos para la solubilizacion de fosfatos insolubles
es la produccion de &cidos inorganicos, como es el caso del acido nitrico y el
acido sulfarico. Ambos compuestos son generados, respectivamente, por las
bacterias nitrificantes y Thiobacillus sp. durante la oxidacién de compuestos
nitrogenados o del azufre inorgéanico, los cuales reaccionan con los fosfatos

insolubles, transformandolos en biodisponibles (Yi et al., 2008).

Una vez las formas organicas e inorganicas de P se transforman en formas mas

simples, pueden ser absorbidas facilmente por las plantas (Fig. 8).

Entre la comunidad bacteriana del suelo, las cepas ectorizosféricas de
Pseudomonas y Bacillus y las endosimbiéticas de Rhizobium han sido las
especies descritas como las mayores solubilizadoras de fosfato (Goswami et al.,
2014). Los miembros integrados en estos géneros que se pueden considerar
como mas relevantes en lo que respecta a esta actividad son Bacillus

megaterium, B. circulans, B. coagulans, B. subtilis, B. polymyxa, B. sircalmous,




y Pseudomonas striata (Govindasamy et al., 2011; Goswami et al., 2013). Otras
bacterias como Pseudomonas fluorescens, Erwinia herbicola, Pseudomonas
cepacia y Burkholderia cepacia han sido reconocidas como eficientes
productoras de &cido glucénico, mientras que Rhizobium leguminosarum,
Rhizobium meliloti y Bacillus firmus producen &cido 2-cetoglucénico. Ambos
acidos organicos juegan un papel clave en la solubilizacién de fosfatos, tal y
como se ha visto (Rodriguez y Fraga, 1999). Algunas especies como Bacillus
licheniformis y B. amyloliquefaciens producen mezclas de &cido lactico, acido

isovalérico, acido isobutirico y acido acético.
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Fig. 8 Resumen esquematico del mecanismo de solubilizacién de fosfato

empleado por PGPR (Goswami et al., 2016).

3.3.1 ¢) Produccion de fitohormonas

Las fitohormonas son un grupo de pequefias moléculas de sefalizacion, que
desemperfian un papel crucial en la regulacion del crecimiento y desarrollo de las
plantas. Por tanto, influyen en los procesos fisioldgicos a bajas concentraciones.

Segun numerosos estudios fisioldgicos y genéticos, cada clase de fitohormonas




funciona en diferentes procesos de desarrollo y crecimiento (Davies, 2010). Las
propias PGPR pueden liberar reguladores del crecimiento que son integrados en
el interior de las plantas y también pueden actuar de sumideros de las hormonas
liberadas por las plantas, lo que modifica el metabolismo de esta, conduciendo

a una mejora en su capacidad adaptativa (Glick, 2014).

La planta responde a cualquier fitohormona en la rizosfera que sea
suplementada externamente o bien producida por microorganismos que residen
en esta. Las fitohormonas pueden mediar procesos, incluyendo el crecimiento
vegetal, y division y extensién celular en raices (Glick, 2014). Ademas,

contribuyen a aliviar las condiciones de estrés bi6tico y abidtico.
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Fig. 9 Efectos variables de las moléculas de sefializacion (fitohormonas) producidas por PGPR para

provocar cambios en el desarrollo de las plantas.

Las fitohormonas se clasifican en cinco grupos principales, segun la base de su
composicion estructural y los procesos fisiologicos que tienen lugar en las
plantas. Asi, se diferencian: auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno y acido

abscisico (Khatoon et al., 2020) (Fig. 9). A continuacion, se detalla el papel de




algunas de las principales fitohormonas producidas por bacterias y su influencia

en la regulacion del desarrollo vegetal.

La auxina es una fitohormona crucial y componente fundamental que modula
varias etapas del crecimiento y desarrollo de la planta, como el alargamiento
celular, la division celular, diferenciacion tisular y ayuda a la dominancia apical.
(Halliday et al. 2009; Grossmann, 2010). Diferentes auxinas como el acido indol-
3-acético (IAA), el &cido indol-3-butirico (IBA), el acido indol-3-pirtvico (IPA), el
triptofol (TOL) y el &cido indolactico (ILA) son producidas por PGPR. El IAA es
una auxina esencial producida por PGPR como Azospirillum, Pseudomonas,
Pantoea, Rhizobium y Enterobacter (Khan et al.,2016; Swarnalakshmi et al.,
2020).

La biosintesis de las auxinas producidas por varias cepas de PGPR y su
mecanismo fundamental de accion en las plantas han sido objeto de numerosas
investigaciones. Varios estudios han demostrado que la aplicacion de dichos
microorganismos en el campo mejora los niveles endogenos de IAA de la planta
y, por lo tanto, tiene un efecto notable sobre el crecimiento de la planta en

comparacién especimenes no tratados (Vessey, 2003; Amara et al., 2015).

Aproximadamente el 80% de las cepas bacterianas presentes en la rizosfera
producen IAA. Entre las bacterias productoras de auxina mejor estudiadas se
encuentran Rhizobium, Pantoea, Agrobacterium, Pseudomonas, y especies de
Bacillus (Tabassum et al., 2017).

El IAA liberado por las rizobacterias afecta principalmente al sistema radicular,
aumentando su tamafio y peso, numero de ramificaciones y superficie en
contacto con el suelo, formandose unas raices mas desarrolladas. Todos estos
cambios permiten que la planta absorba mejores nutrientes que, en udltima
instancia, ayudan a su crecimiento general (Ramos-Solano et al., 2008). EI IAA
también impulsa la diferenciacion de raices adventicias del tallo, ya que induce
la diferenciacion de los tejidos del tallo hasta tejido radicular (Goswamy et
al.,2016).

La produccion de IAA por Azospirillum, Agrobacterium, Pseudomonas y Erwinia

aumenta la longitud de las raices de las plantulas, los pelos radicales, la




ramificacion de las raices, y la superficie de estas (Bashan et al., 2004). Por otra
parte, las plantas tratadas con cepas de Rhizobium han mostrado un mejor

desarrollo de las raices laterales y un aumento de la nodulacion (Pii et al.,2007).

Muchos experimentos han demostrado la existencia de interacciones complejas
entre auxinas y citoquinas involucradas en la modulacién de la arquitectura de la
raiz y el tallo. Las auxinas y citoquinas interactian en el control de muchos
procesos de desarrollo importantes en las plantas, particularmente en la

dominancia apical y en el desarrollo de raices y tallos (Jha y Saraf., 2015).

Las citoquinas son un tipo de fitohormonas especificas derivadas de la adenina
involucradas en procesos de desarrollo tales como la germinacién de la semilla,
formacion de la vasculatura embrionaria, crecimiento de la raiz, expansion foliar,
produccion de clorofila, ramificacion, sefalizacion nutricional y retraso de la

senescencia foliar, entre otras funcionalidades (Wong et al.,2015).

De manera similar a lo visto con las auxinas, las respuestas de las plantas a las
aplicaciones exdégenas de citoquinas dan como resultado una mejora en la
division celular, aumento en la formacion de pelos radiculares y del desarrollo de
la raiz, inhibicion de la elongacién de las raices e iniciacion del brote entre otras
respuestas fisioldgicas permitiendo jugar un rol importante en el aumento y

generacion de la produccion de brotes a nivel vegetal (Yong et al.,2009).

La produccién de citoquinas estd asociada a microorganismos de diversos
géneros tales como Pseudomonas, Azospirillum y Bacillus, asociados a una gran
variedad de especies de plantas como cebada Yy frijol (Persello-Cartieaux et al.,
2003). Otros géneros como Proteus, Klebsiella Escherichia, Pseudomonas, y
Xanthomonas también ha sido identificados por su habilidad para producir

citoquinas (Maheshwari et al., 2015).

Las giberelinas son el grupo mas grande de fitohormonas que se conoce. Estan
involucradas a nivel vegetal en muchos procesos del desarrollo de tejidos cuyo
crecimiento es constante, como lo pueden ser la elongacion de las raices y del
tallo y otros procesos vegetales como la floracion, cuajado y germinacion de las

semillas (Gupta y Chakrabarty, 2013).




Una baja cantidad de giberelinas puede ser responsable de la esterilidad y bajo
desarrollo de los aparatos reproductores vegetales. Cabe destacar que esta
fitohormona tiene la capacidad de inducir la germinacién de las semillas y
estimular el crecimiento embrionario, por lo que es sumamente importante en el

desarrollo temprano de los embriones vegetales (Edwin et al., 2007).

Existe poca informacién sobre los microorganismos que producen giberelinas,
aunque se sabe que las bacterias simbidticas existentes en el interior de los
nédulos en las plantas leguminosas para fijar nitrégeno, los cominmente
llamados rizobios son capaces de producir giberelinas, auxinas y citoquininas en
concentraciones muy bajas cuando la planta esta formando el nédulo y hay una
alta tasa de duplicacion celular (Jha y Saraf., 2015). Esta fitohormona también
puede ser producida por microorganismos tales como Pseudomonas spp,
Bacillus spp, Lactobacillus spp, Penicillum spp, Trichoderma spp, Acetobacter
diazotrophicus y Herbaspirilum seropedicae cuando ocurren ciertas

interacciones simbidticas o parasitarias (Bisht et al., 2018).

El &cido abscisico, también conocido como ABA, es una de las fitohormonas que
tiene la capacidad de inhibir y controlar algunos procesos vegetales que
normalmente ocurren de manera natural. Puede ser generado de manera
indirecta por las plantas, y de manera directa por algunos organismos fungicos

de tipo fitopatdégeno (Alcantara et al.,2019).

Esta fitohormona normalmente es considerada como inhibidor del crecimiento
puesto que puede prevenir o retrasar el proceso de germinacion de las semillas
y retardar el desarrollo de una gran variedad de tejidos y 6rganos vegetales,
incluidos hojas, tallos y raices (Bish et al., 2018). El ABA parece ser un factor
interno que induce la latencia en los brotes, la abscision de las hojas de una
amplia variedad de plantas y frutos de algunas especies vegetales, y promueve
la senescencia a través de la abscision de las hojas, la degeneracion de las
hojas cortadas y la aceleracion de la descomposicion de la clorofila (Pita et al.,
2013).

En dltimo lugar hablaremos del etileno, hormona involucrada en varios
procesos metabdlicos a nivel vegetal. Como regulador vegetal, esta sustancia

se ha visto relacionada en procesos sinérgicos y antagonicos, al combinarse




con otras fitohormonas (Alcantara et al., 2019). Numerosos estudios han
demostrado su utilidad para regular diferentes procesos relacionados con la
maduracion y senescencia vegetal cumpliendo un papel importante en la
maduracion de 6rganos como las hojas, el inicio de la floracién, y aparicion
de frutos y de mas o6rganos vegetales interviniendo también de manera
adicional en la regulacién de la senescencia de cada uno de estos 6rganos
(Kim et al., 2015).

Como sustancia organica vegetal, es sumamente importante cuando se habla de
la senescencia y maduracion, ya que interviene en numerosos pProcesos
degradativos como la ruptura de pigmentos en las hojas, degradacion de lipidos
y proteinas, disminucion de la membrana celular y en actividades relacionadas
con la maduracion, ya que se encarga de controlar el color, la textura y el aroma

caracteristicos de los frutos durante todo el ciclo de vida.

3.3.2 Mecanismos de accion indirectos

Los efectos indirectos se deben a la modificacién del ambiente rizosférico y su
ecologia. Se originan cuando las PGPR liberan algun metabolito que no afecta
de manera directa al crecimiento vegetal, pero si a otros factores rizosféricos
provocando una mejora o estimulacion en el crecimiento de la planta. Requieren
la participacion de procesos metabdlicos defensivos de las plantas que
responden a la sefial enviada por las bacterias. De esta manera, actian como
agentes de biocontrol reduciendo las enfermedades, protegiendo a las plantas
mediante la degradacién de compuestos xenobidticos en suelos contaminados y
simulando otras simbiosis. Las PGPR actlian como agentes de biocontrol de
fitopatdbgenos mediante la sintesis y secrecion de sideroforos, enzimas
hidroliticas, antibidéticos y compuestos organicos volatiles, entre otros
compuestos (Fig 10) (Angulo et al., 2014). Ademas, en este grupo se incluyen
dos mecanismos importantes: la induccion de resistencia sistémica (ISR) a
patdgenos vegetales (estrés biotico) y proteccion contra condiciones

ambientales insalubres (estrés abidtico) (Sehrawat et al., 2019).
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(Gouda et al., 2018)

3.3.2 a) Produccion de sideroforos

El hierro es un micronutriente importante utilizado por las bacterias y esencial
para su metabolismo. En la naturaleza la forma que predomina es el hierro férrico
(Fe®"), formando parte de sales e hidréoxidos de muy baja solubilidad, formas
qguimicas que imposibilitan su uso por algunos seres vivos. Con el fin de
solucionar este problema, muchos organismos entre ellos incluidos las PGPB,
tienen la capacidad de producir compuestos de bajo peso molecular que poseen
una alta afinidad por el hierro, los llamados sideroforos (Schalk et al.,2011).

Los sideroforos contienen grupos capaces de unir el hierro de forma reversible,
actuan de manera especifica como agentes quelantes para secuestrar el hierro
en presencia de otros metales y reducirlo a Fe?*, una forma mucho mas soluble

y aprovechable para su nutricion (Fig. 11) (Ratledge et al.,2000).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal poseen la capacidad de
producir sideréforos que secuestran el hierro al formar un complejo Fe3*-
sideroforo en el ambiente exterior. Mediante un receptor especifico localizado en

la membrana bacteriana, los complejos formados son transportados al interior de




la célula y una vez dentro de esta el hierro se libera quedando disponible para

apoyar el crecimiento microbiano (Jha y Saraf., 2015).

Adicionalmente, esto ocasiona que este metal no se encuentre disponible para
otros microorganismos que carezcan del sistema de asimilacion especifico para
reconocer dicho complejo, generalmente los hongos, y por lo tanto se limita de
esta manera el crecimiento de microorganismos fitopatégenos. Asi, la deficiencia
de hierro causa inhibicion del crecimiento, disminucion de los &cidos nucleicos,
inhibicién de la sintesis de la esporulacién, y cambios en la morfologia celular
(Kloepper et al.,1980; Shen et al., 2013).
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Fig. 11 Mecanismos de los sideréforos microbianos para la captura y solubilizacién de

hierro (Aguado et al., 2012).

Las bacterias productoras de sideroforos suelen pertenecer a los géneros
Pseudomonas y Bacillus, siendo las especies mas estudiadas Pseudomonas
fluorescens y Pseudomonas aeruginosa (Haas et al., 2005) y Bacillus subtilis
(Ghazy et al., 2021).

Recientemente se ha estudiado que la bacteria Azospirillum brasilense, conocida
por su capacidad para fijar nitrégeno y producir acido indolacético (AIA), también
es capaz de controlar al hongo fitopatégeno Colletotrichum acutatum en cultivos
de fresa mediante la produccién de sideroforos y se ha demostrado que los
sideréforos pueden, por si mismos, actuar como activadores eficientes de los

sistemas de resistencia sistémica inducida en las plantas.




Ademas, también mejoran la capacidad de captacién de hierro de la planta,
puesto que estas PGPB atraen este elemento hacia la rizosfera, donde puede
ser absorbido por la planta, siendo capaces algunas de ellas de utilizar los
complejos Fe3*-sider6foro bacterianos (Aguado et al., 2012). Por este motivo
algunos autores consideran la produccion de sideréforos un mecanismo directo
(Gouda et al., 2018).

3.3.2 b) Produccion de enzimas

Las enzimas extracelulares secretadas por bacterias, arqueas y hongos en el
suelo provocan la despolimerizacion y mineralizacion de biomoléculas

estructuralmente complejas en el suelo (Kumar et al., 2021

)-

En condiciones de estrés abiotico, algunas PGPB regulan la sintesis de enzimas
antioxidantes como la catalasa, la superoxido dismutasa, la ascorbato
peroxidasa y la glutatién reductasa, asi como la de antioxidantes no enzimaticos
como el ascorbato, el glutation, el a-tocoferol, los flavonoides y los compuestos
fendlicos que ayudan a disminuir el estrés causado. Estas enzimas evitan la
acumulacion de las especies reactivas del oxigeno (ROS) que son las
responsables de causar el dafio oxidativo en los componentes celulares (Nivetha
et al., 2021). Por lo tanto, las PGPR mejoran el crecimiento de los cultivos en
ambientes extremos al prevenir o reducir el dafio oxidativo en las plantas a través

de la activacion del sistema de defensa antioxidante.

La tolerancia al estrés por salinidad se mejoré en el trigo mediante la inoculacion
de PGPR debido a la reduccion de la concentracion y la actividad de numerosas
enzimas antioxidantes, incluidas la superoxido dismutasa, la peroxidasa, la
catalasa, la glutation reductasa y la ascorbato peroxidasa (Bharti et al., 2016).

Ademas, se descubri6 que la produccion de enzimas liticas, por ejemplo,
quitinasas, lipasas, proteasas, celulasas y B-1,3 glucanasas por parte de
microorganismos beneficiosos, inhibe el crecimiento de hongos patdgenos,

incluidos Botrytis, Rhizoctonia, Sclerotium, Phytophthora, Pythium y Fusarium




(Hayat et al., 2010). El poder de estas enzimas reside en su capacidad para
degradar los componentes de la pared celular fungica.

La quitinasa es considerada una importante enzima protectora de plantas contra
patégenos (Maksimov et al., 2011), pudiendo ser sintetizada por Trichoderma,
Pseudomonas y Bacillus (Babu et al., 2015). Estas enzimas degradan quitina un
polimero insoluble lineal de B-1, 4-N-acetil-glucosamina que es el componente
mayoritario de la pared celular fungica (Goswami et al., 2016). Microorganismos
como Pseudomonas, Bacillus, Xanthomonas y Agrobacterium sp. destacan por

producir proteasas Y lipasas (Ghodsalavi et al., 2013).

Se descubrié que la inoculacién de PGPR previene enfermedades como la
podredumbre del rizoma, tizén foliar de la circuma, podredumbre del cuello en

el cacahuete y tizon temprano en tomate (Kumar et al., 2021).

3.3.2 ¢) Produccion de antibidticos

La estrategia de supervivencia mas popular adoptada por los microorganismos
durante la competencia de nichos es la produccion de antibiéticos,
convirtiéendose en uno de los mecanismos de biocontrol méas efectivos y

estudiados en las ultimas dos décadas (Jiao et al., 2021).

Los antibiéticos son compuestos heterogéneos de bajo peso molecular, que
pueden ser volatiles o no volatiles y poseen actividades antimicrobianas,
antivirales, antioxidantes, antitumorales, antihelminticas, fitotoxicas y/o
citotoxicas, y también pueden actuar como compuestos promotores del
crecimiento de las plantas a baja concentracion. Actian inhibiendo el crecimiento
de organismos perjudiciales ocasionando la distorsion de la membrana celular,
la detencion en la etapa de formacion del ARN ribosdémico, o la inhibicién de la

traduccion y de la sintesis de la pared celular (Gouda et al., 2018).

Se ha descubierto que las cepas de PGPR producen varios tipos de antibiéticos,
como 2,4-diacetil floroglucinol (DAPG), fenazina-1-acido carboxilico (PCA),
fenazina-1-carboxamida, piroluteorina, pirrolnitrina, oomicina A, viscosinamida,

butiroaminectona, cianoaminectona, zimicrolactona, zimicrolactona A,




ramnolipidos, cepaciamida A, ecomicinas, acido pseudomonico, azomicina y

cepafunginas (Ulloa-Ogaz et al., 2015).

PGPR como Bacillus spp. y Pseudomonas spp, juegan un papel importante en
la inhibicion de microorganismos patdégenos mediante la produccion de

antibiéticos.

Las bacterias pertenecientes al género Bacillus producen una amplia variedad
de antibidticos antibacterianos y antifingicos. Algunos de estos compuestos,
incluidos la subtilina, la subtilosina A, y la sublancina de origen ribosémico, son
bien conocidos, pero otros, como clorotetaina, bacilisina, micobacilina,
rizocticinas, difficidina y bacillaeno, etc son de origen no ribosémico. Ademas,
Bacillus spp. también produce una amplia variedad de antibiéticos lipopeptidicos,

como surfactina, iturinas y bacilomicina (Wang et al., 2015).

La mayoria de las especies de Pseudomonas produce una amplia variedad de
antibidticos antifungicos, antibidticos bacterianos, antibidticos antitumorales y
antibioticos antivirales. Las especies mas estudiadas son Pseudomonas

fluorescen y Pseudomonas aeruginosa (Ramadan et al., 2016).

Distintos antibiéticos, tales como surfactinas, fengycina, fenazina y DAPG
fenazina, que se han mostrado eficaces frente a hongos fitopatbgenos como
Fusarium moniliforme, Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Aspergillus flavus
y Collectotrichum falcatum (Kumar et al.,, 2021), han sido detectados en la

rizosfera de trigo, maiz, papay arroz.

3.3.2 d) Produccion de ACC desaminasa

Las PGPB que sintetizan la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
desaminasa facilitan el crecimiento y el desarrollo de las plantas al asegurar que
los niveles de etileno dentro de los tejidos de la planta no se vuelvan elevados
(Glick et al.,2014).

La enzima regula la produccion de etileno al metabolizar ACC que es un

precursor intermedio de la biosintesis de etileno en plantas. Esta enzima evita

que el ACC sea transformado en etileno, y en su lugar se libera amonio, y a-




cetobutirato; ambos compuestos pueden ser metabolizados por la planta o por

las propias bacterias (Saraf et al., 2010).

De esta forma, las PGPR obtienen una fuente de nitrdgeno y, por otro lado, se
abre un sumidero para el ACC, provocando que los niveles de ACC dentro de la
planta disminuyan, y por tanto la cantidad de etileno que podria llegar a formarse
también se reduzca; finalmente, las plantas aumentan su resistencia a los
efectos inhibitorios del etileno producido como consecuencia directa del estrés
biético y abidtico. A su vez, la disminucion de los niveles de etileno permite que
la planta sea mas resistente a una amplia variedad de estreses ambientales
incluyendo infeccion por fitopatdgenos, exposicion a extremos de temperatura,
alta salinidad, inundacidén, sequia, exposicion a metales y contaminantes

organicos, y depredacién de insectos (Jha y Saraf., 2015).

La actividad promotora del crecimiento de la ACC desaminasa fue demostrada
en cepas de Pseudomonas fluorescens en plantulas de cacahuete. Varias cepas
de bacterias enddfitas entre las cuales se encuentran Sphingomonas sp Yy
Bacillus subtilis mejoraron el crecimiento en cultivo de tomate gracias a la

actividad de esta enzima (Khan et al., 2016).

3.3.2 e) Produccion de compuestos organicos volatiles

Los compuestos organicos volatiles microbianos (COVM) son un tipo de
compuestos organicos volatiles (COV) producidos por todos los
microorganismos como parte de su metabolismo normal. Aquellos COV
producidos por cepas de control biolégico promueven el crecimiento al inhibir
patogenos bacterianos y fungicos y nematodos, e inducir resistencia sistémica

en plantas contra fitopatégenos (Raza et al., 2016).

Especies bacterianas de diferentes géneros que incluyen Pseudomonas,
Bacillus, Arthrobacter, Stenotrophomonas y Serratia producen COV que afectan
al crecimiento de las plantas. Entre los mas efectivos COV destacan el 2, 3-

butanodiol y la acetoina, producidos por Bacillus spp (Santoro et al., 2016).




Los COV de las cepas PGPR estan involucrados directa o indirectamente en el
incremento de la resistencia a las enfermedades, la tolerancia a los diferentes
estreses y el aumento de la biomasa vegetal. Se ha informado que los COV

bacterianos son determinantes para provocar la ISR (Sharifi et al., 2016).

Las emisiones de COV son una caracteristica comun de una amplia variedad de
microorganismos del suelo e incluyen ciclohexano, 2-(benciloxi)etanamina,
benceno, metilo, decano, 1-(N-fenilcarbamil)- 2- morfolinociclohexeno,
dodecano, benceno(1-metilnonadecil), 1-cloroctadecano, tetradecano, 2,6,10-
trimetilo, dotriacontano y 11-decildocosano, aunque la cantidad e identidad de

los COV emitidos varian entre especies (Kanchiswamy et al., 2015).

3.3.2 f) Produccién de HCN y amonio

Otro rasgo caracteristico destacable de las PGPR es la produccion de cianuro
de hidrégeno (HCN) y amoniaco. Algunas de las cepas de rizobacterias son
bien conocidas por la sintesis simultdnea de estos dos metabolitos, lo que
produce un efecto sinérgico en el crecimiento de las plantas (Kumar et al.,
2016).

Entre las principales funciones del HCN destacan su capacidad para quelar
iones metalicos, facilitar la disponibilidad de fésforo en el suelo y también
contribuir como metabolito altamente toxico contra el crecimiento de
fitopatdogenos. Estudios in vitro demostraron que el HCN desempefié un
papel importante en la inhibicién del crecimiento del micelio. Por lo tanto, la
produccion de este metabolito asegura el uso de cepas de PGPR como
agente de control bioldgico en la agricultura (Sehrawat et al., 2022). Por
ejemplo, Pseudomonas fluorescencs aumenta la tasa de germinacion, la
longitud de la raiz y los brotes en cultivos de cebada, centeno y trigo (Heydari
et al., 2008).

Aparte del HCN, la produccién de amoniaco por parte de las rizobacterias esta
relacionada con la fijacion de nitrégeno proporcionando nitrégeno a la planta,
promoviendo asi la formacién de biomasa y la elongacion de raices y brotes
(Marques et al., 2010). Una variedad de rizobacterias promotoras del crecimiento




vegetal participa en la interaccion con plantas C3 y C4 en cultivos de arroz, trigo
y maiz, consiguiendo aumentar significativamente su crecimiento y rendimiento

de grano (Kennedy et al. 2004).

3.3.2 g) Inducciodn de la resistencia sistémica

La planta responde a cualquier ataque patdogeno o estrés ambiental con un
mecanismo de defensa, que incluye resistencia sistémica inducida (ISR) y
resistencia sistémica adquirida (SAR) dependiendo del tipo de agente inductor
involucrado en el proceso y las vias hormonales que lo regulan (Kamal et al.,
2014). SAR es inducida por la exposicion previa de la planta con un
microrganismo virulento, avirulento o no patégeno. Se requiere un periodo de
tiempo determinado para establecimiento de SAR, en el que se acumulan
proteinas relacionadas con la patogenia y se produce &cido salicilico. Por otro
lado, en la ISR la resistencia es inducida por agentes abioticos o bi6ticos no
patogénicos como por ejemplo las PGPR. A diferencia de SAR, ISR no implica
la acumulacién de proteinas relacionadas con la patogenia o &cido salicilico, sino
que se basa en vias reguladas por el etileno y del &cido jasménico (Choudhary
et al., 2007).

La resistencia sistémica inducida (ISR) se define como un estado fisiolégico de
mejora de la capacidad defensiva evocada en respuesta a un estimulo ambiental
particular. En respuesta a diferentes estreses ambientales, las PGPR tienen la
capacidad de inducir resistencia sistémica en muchas plantas (Prathap et al.,
2015). La ISR no es especifica, sino que ayuda a la planta a controlar numerosas

enfermedades (Kamal et al., 2014).

La presencia de una gran variedad de componentes bacterianos individuales
induce la ISR, como son los lipopolisacaridos, lipopéptidos ciclicos, sideréforos,
2,4-diacetilfloroglucinol, homoserina lactonas y COV (Berendsen et al., 2015).

Los agentes de biocontrol adoptan diferentes rutas para garantizar la ISR en las
plantas, que incluyen la activacion transcripcional de genes relacionados con la
defensa, produccion de un gran niamero de enzimas de defensa, secrecion de

fitohormonas, PAMP (patrones moleculares asociados a patégenos), MAMP




(patrones moleculares asociados a microbios) y la produccién de moléculas
elicitoras, que podrian ser compuestos organicos volatiles, sideroforos, fitasas y
mMiRNAs (Kumar et al.,2022).

Varios microorganismos asociados a las raices son conocidos como potenciales
elicitores de ISR y exhiben una reduccion significativa en la incidencia o
gravedad de varias enfermedades. Destacan diversas cepas de Bacillus,
Pseudomonas, Serratua y Rhizobium que pueden proporcionar resistencia a una

amplia variedad de huéspedes (Choudhary et al., 2007).

Por ejemplo, tras la inoculacién con Bacillus amyloliquefaciens se observo una
reduccion del 80% en la incidencia del virus del bronceado de tomate (Beris et
al., 2018). La aplicacion de Bacillus endophyticus y Pseudomonas aeruginosa
produjo la secrecion de compuestos como acido abscisico, acido salicilico,
fenoles e IAA que garantizaron la resistencia contra el insecto Spodoptera litura
en un cultivo de tomate (Kousar et al., 2020). Distintas cepas de Serratia
marcescens fueron caracterizadas por la produccion de sideréforos, que
indujeron la resistencia en cultivos de pepino a patégenos como Fusarium

oxysporum y Colletotrichum orbiculare (Press et al., 2001).

En un estudio realizado para establecer el papel de los microorganismos
beneficiosos en el fortalecimiento del sistema inmunolégico de las plantas a
través de ISR, fueron aplicadas en un cultivo de arroz dos cepas de
Streptomyces y se pudo observar cdmo los tratamientos inhibieron la
enfermedad de la raya bacteriana de la hoja causada por la infeccién de
Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc). Los tratamientos en los que se
aplicaron estas cepas aumentaron la acumulacién de peroxidasa, polifenol
oxidasa, fenilalanina amoniaco liasa y ,1-3 glucanasa en comparacion con las

plantas no tratadas (Hata et al., 2021).

Aunqgue la gran mayoria de los PGPR inducen ISR en las plantas, y su uso podria
revolucionar la agricultura, hasta la fecha ha faltado investigacion basica sobre
el uso de PGPRy la utilizacion de herramientas y técnicas modernas para ayudar

a las plantas desde el laboratorio hasta el campo.

3.4 ldentificacion, detencidn y cuantificacion




Los efectos nocivos ocasionados por el uso intensivo de fertilizantes quimicos y
pesticidas en la agricultura han propiciado el desarrollo de importantes lineas de

investigacion que permitan encontrar alternativas a estos agroquimicos.

Actualmente, numerosos estudios tratan de identificar las bacterias involucradas
en el crecimiento vegetal (Shrivastava ,2013; Agbodjato et al., 2015). La mayoria
de estudios se basan en la caracterizacion integral de aislados para la seleccion
de cepas potencialmente eficientes en la agricultura sostenible. Se trata de
evaluar la capacidad que poseen estos microorganismos para promover el
crecimiento de las plantas, directa o indirectamente, mediante una serie de tests
(Akinrinlola et al., 2018).

Los protocolos desarrollados por diferentes autores para caracterizar
integralmente aislados de bacterias potencialmente validos como PGPB suelen
compartir etapas y ensayos a realizar (Amaresan et al., 2020). De forma
mayoritaria, se han aplicado disefios experimentales basados en la siembra en
medios generales de muestras convenientemente diluidas, e incubados en el
rango mesofilo de temperatura. En un principio, la identificacion de las colonias
aisladas se realiza en base a las caracteristicas de la colonia, la reaccion de
Gram, la tincion de esporas y la prueba de catalasa. Posteriormente, se suele
realizar un escrutinio de los aislados seleccionados en relacion con la presencia
de capacidades asociadas a la promocién del crecimiento vegetal, como son la
sintesis de IAA, actividad de solubilizacion de fosfato, producciéon de HCN o de
amonio (Pathak et al., 2021).

De forma inicial, las capacidades relacionadas con el caracter PGPB se
establecen de forma cualitativa, de manera que se reduzca el numero de las
especies a analizar en una posterior fase, en la que se intenta determinar la
intensidad con la que se desarrolla cada una de las actividades. Las
caracteristicas de los ensayos cualitativos mas habituales asociados a cada una

de las actividades se detallan en la Tabla 1.

En otros estudios se realizan tests para detectar la actividad de otras enzimas
hidroliticas como son la amilasa, la celulasa y la lipasa, ensayos frente a
determinados patdégenos para examinar la actividad antagonista in vitro de las

cepas objeto de estudio (Amaresan et al.,2020), pruebas para determinar la




capacidad de formar biopeliculas, y la fijacion de nitrogeno (Rojas et al.,

2016).

Actividad PGPR

Caracteristicas del ensayo

Produccion de IAA

Solubilizacién de fosfato

Estimacion de acido
cianhidrico (HCN)

Produccién de amoniaco (NH3)

Produccién de proteasas

Produccion de sideroforos

Medio con L-triptéfano y reactivo de Salkowski.
Aparicion de color rosa.

Medio de agar National Botanical Research
Institute’s (NBRIP) o agar de Pikovskaya.
Aparicién de zonas claras alrededor de las
colonias.

Métodos descritos por Lorck (Lorck., 1948)

Medio peptonado y reactivo de Nessler.
Desarrolla intensa coloracion amarilla-naranja.
Placas de agar con leche descremada.
Aparicibn de zona halo alrededor de las
colonias.

Ensayo quimico universal CAS (Chrome azurol S).

Tabla. 1 Caracteristicas de los ensayos cualitativos mas habituales asociados a cada una de las

actividades de caracter PGPB.

Una vez seleccionadas las cepas con mejores caracteristicas, es aconsejable
determinar su identidad, tarea que, en la actualidad, se suele realizar mediante

técnicas de caracter molecular, mayoritariamente basadas en la secuenciacién

del gen que codifica la subunidad menor del ARN ribosomal. En el caso de cepas

de naturaleza fungica, es también habitual tomar como referencia las regiones

ITS (region espaciadora interna transcrita). Finalmente, se realizan bioensayos

experimentales de inoculacion en cultivos in vivo para probar el efecto de las

cepas seleccionadas en el crecimiento de las plantas en condiciones

semicontroladas.




Gran parte de las cepas identificadas como PGPB se encuentran
taxondmicamente asignadas al género Bacillus. Todas ellas exhiben un
importante potencial de aplicacion como posibles PGPB, postulandose, asi como
alternativa de interés a los fertilizantes y pesticidas quimicos para la promocion
del crecimiento y la produccion de plantas. Estudios méas profundos sobre estas
cepas podrian facilitar su desarrollo comercial como productos de base biol6gica
de bajo costo para promover el crecimiento de las plantas en el sector agricola
(Pathak et al., 2021).

4. Uso de las PGPR como biofertilizantes

4.1 Formulaciéon y comercializacion de los biofertilizantes

Los biofertilizantes estdn emergiendo como una panacea para la agricultura
organica y sostenible. Cientificamente, se puede observar la creciente tendencia
en el uso de microorganismos beneficiosos con el fin de mejorar la salud del
suelo y la productividad de los cultivos. Desde un punto de vista mas practico,
los biofertilizantes se definen como preparados que contienen microorganismos
vivos o latentes, y una formulacion del inoculante que permite un facil manejo,
almacenamiento a largo plazo y eficacia de los mismos. En la actualidad se estan
utiizando en la agricultura especies reconocidas como fijadores de N,
solubilizadores de P, movilizadores de P, agentes de biocontrol, PGPR, etc.
(Sahu et al.,2016).

Una correcta comercializacion de este tipo de productos implica la identificacion
de los microorganismos beneficiosos, y el establecimiento del sistema de
formulacién mas adecuado. La identificacion de los microorganismos se realiza
en base al genotipo y fenotipo. En el primer caso, como ya se ha referenciado
con anterioridad, se establece la identidad del microorganismo preferentemente
a través de protocolos moleculares basados en la secuenciacion de fragmentos
génicos altamente conservados y asociados a funciones esenciales, mientras
gue en el segundo caso se caracterizan aspectos morfolégicos, como fisiologia

colonial, morfologia celular, tincion de Gram y caracteristicas metabdlicas y de




crecimiento. Desde un punto de vista tecnologico, también resulta interesante

establecer las propiedades de cultivo a escala industrial (Dhayalan et al.,2020).

Para su aplicacion y correcto funcionamiento, estos bioinoculantes deben
colocarse en un medio adecuado, ya sea en base liquida o sélida, que actla
como vehiculo de transferencia de los microorganismos desde el fermentador
industrial a la rizosfera, posibiltando que estos actien en las mejores
condiciones una vez han sido incorporados al suelo. Para que esto sea asi, la
bioformulacién se complementa con osmoprotectores, agentes adherentes,
nutrientes, etc. Por lo tanto, las bioformulaciones pueden diferir no solo segun el
bioinoculante, sino también en funcién del tipo de suelo, especie vegetal,
naturaleza de la aplicacion, disponibilidad de recursos, etc. Estas formulaciones
estan preparadas para fortalecer el rendimiento de los cultivos y la salud del
suelo (Verma et al., 2019). Entre las caracteristicas basicas que ha de mostrar
una buena formulacion para biofertilizantes se encuentran ser metabdélicamente
viables, poseer buen nivel de humedad, carecer de efectos toxicos en la
naturaleza, ser biodegradables y mostrar capacidad de amortiguacion del pH
(Kour et al., 2021).

El sistema de bioformulacion utilizado resulta fundamental a la hora de
desarrollar un biofertilizante exitoso, ya que afecta a la abundancia y rendimiento
de los bioinoculantes. En este sentido, esta demostrado que la calidad de los
inoculantes microbianos depende principalmente del nUmero de células viables
presentes en los inéculos (Lupwayi et al., 2000) y, por tanto, de la capacidad de
la formulacion para preservar dichas células en las mejores condiciones

posibles.

El formato fisico de los biofertilizantes depende Unicamente de los portadores
utilizados, que pueden ser de tipo sélido, los cuales a su vez pueden presentarse
como formulaciones en polvo, en granulos o cuentas, o de tipo liquido. La
formulacién sélida es una preparacion en la que el inéculo se mezcla con un
portador en el estado fisico citado en la proporcién adecuada. Algunos autores
han dividido los portadores sélidos en cuatro categorias basicas: suelos, como
pueden ser turbas y arcillas; materiales de desecho vegetal, como compost,

estiércol de granja y salvado de trigo; materiales inertes como vermiculita y




perlita; y cultivos microbianos simples liofilizados o bacterias secadas en aceite.
Por otro lado, las formulaciones liquidas son productos de base acuosa o
aceitosa, asi como productos de origen polimérico. Este tipo de formulaciones
liquidas no solo contiene los microorganismos deseados y sus nutrientes, sino
también algun tipo de protector celular y aditivos que promueven la supervivencia
celular en el almacenamiento y después de la aplicacion (Brahmaprakash y
Sahu., 2012).

Los biofertilizantes liquidos han demostrado, de forma general, una mayor
conveniencia en el manejo, en comparacion con los portadores convencionales
de base sdlida. Algunas de las de las ventajas que poseen sobre las
formulaciones soélidas tienen que ver con la demanda de una menor cantidad del
inoculante, la conservacion en buenas condiciones de una mayor cantidad de
células durante mas tiempo, la posibilidad de transportar grandes volimenes de
forma relativamente sencilla, y la mayor facilidad de aplicacibn mediante

fertirriego (Herrmann y Lesueur., 2013).

En la actualidad la combinacién de medios de cultivo, inoculadores y buenos
portadores esta ayudando a formular novedosos e importantes biofertilizantes
PGPR. A pesar de la existencia actual de productos biolégicos que han mostrado
beneficios en los rendimientos de produccion, es necesario realizar estudios
dirigidos hacia el desarrollo de nuevas formulaciones que permitan incrementar
la estabilidad de los productos durante su almacenamiento, y mantengan los

niveles de actividad al ser aplicados en campo (Echeverri y Castilla., 2008).

En los udltimos afios, la creciente preocupacion a nivel mundial por el medio
ambiente, esta promoviendo que los gobiernos de muchos paises actuen
implementando medidas que protejan el entorno. Ademas, la demanda de
productos ecolégicos se esta expandiendo, especialmente en paises
desarrollados. Todo esto esta provocando un aumento global de la demanda de
biofertilizantes y, por lo tanto, el mercado de biofertilizantes microbianos esta

creciendo cada afio (Garcia-Fraile et al. 2015).

Aprovechando la oportunidad de expansion actual y futura de los biofertilizantes
en el mercado, varias empresas multinacionales ya estan distribuyendo y

vendiendo biofertilizantes en todo el mundo. Por ejemplo, la empresa




Novozymes produce diferentes biofertilizantes bacterianos capaces de fijar
nitrégeno y solubilizar fosfato, que se venden en los Estados Unidos, Brasil,
Canadéa y Asia, Europa, y Australia. Entre sus productos mas populares, caben
destacar Nitragin Gold® o Cell-Tech® y TagTeam®. Rizobacter es una
importante empresa involucrada en la experimentacion de biofertilizantes
bacterianos. Fundada en Argentina en 1977, comercializa biofertilizantes a base
de formulaciones de rizobacterias para semillas de leguminosas, no solo en su
propio pais, sino también en otros paises latinoamericanos, Estados Unidos,
Africa y Europa. Alrededor de 24 paises se han comprometido comercialmente
en la produccion de biofertilizantes PGPR, tanto en grandes como en pequeias
escalas (Bharti et al., 2017).

El mercado global de biofertilizantes esta centrado mayoritariamente en
bacterias pertenecientes al grupo de los rizobios, copando el 78 % de los
productos comercializados, mientras que el 15 % y 7 % se relacionan con
bacterias solubilizadoras de fosforo y otros bioinoculantes, respectivamente
(Owen et al., 2015). Los biofertilizantes PGPR no pertenecientes al género
Rhizobium alcanzan solo el 5 % del mercado global, siendo aquellos que
contienen Azospirillum los mas utilizados comercialmente (Wellesley, 2014). Los
biofertilizantes que poseen microorganismos encargados de incrementar el zinc
y potasio fueron los productos comerciales emergentes utilizados para tratar las
deficiencias de nutrientes del suelo (Shaikh et al., 2017).

En Europa, el sector de los biofertilizantes se encuentra bastante avanzado en
relacion con otras zonas del planeta, y la mayoria de los gobiernos de la UE han
desarrollado politicas para reforzar su extension. Entre las principales empresas
de biofertilizantes que se encuentra en expansion destacan Symborg, que
comercializa VitaSoil®, una mezcla de microorganismos especificos para
cultivos de cereales, plantas horticolas y florales, citricos y otros frutales, vifia, y
plantaciones de tabaco. En Espafa, la firma Biosym Technology S.L.
manufactura y comercializa varios productos fertilizantes de base microbiana. La
empresa aisla cepas microbianas de muchos ecosistemas y las examina para la
investigar su bioeficacia, seleccionando las mas satisfactorias. Los
microorganismos candidatos seleccionados tienen que ser GRAS (generalmente

considerados como seguros) y no patdgenos para animales, plantas y seres




humanos. El producto es testado en ese sentido de forma previa a su
comercializacion. En caso de biofertilizantes basados en consorcios, cada
bacteria se produce por separado, y las esporas/Icélulas se mezclan en una
Gnica matriz para formar el consorcio. Los productos finales son encapsulados

en biopolimeros de origen natural.

4.2 Papel de los biofertilizantes PGPR en el crecimiento de los

cultivos

Méas del 90 % del crecimiento de las plantas depende puramente de la
fotosintesis, ya que la biomasa vegetal se deriva de la asimilacion de diéxido de
carbono. Diversos estudios parecen confirmar la hipétesis al respecto de que los
biofertilizantes PGPR influyen positivamente sobre la actividad fotosintética,
especialmente en condiciones de estrés. La tasa de proceso fotosintético
aumenta cuando el arroz se inocula con varias cepas de rizobios (Mia y
Shamsuddin, 2010). Bacillus lentus, Pseudomonas sp. y Azospirillum brasilens
aumenta la actividad antioxidante y fotosintética del pigmento que conduce a un
aumento en el contenido de clorofila en la planta (Heidari y Golpayegani, 2012).
Bacilo sp., cuando se inocula en patata también produce un crecimiento positivo

en desemperio fotosintético (Gururani et al., 2013).

Los aminoacidos juegan un papel importante en el crecimiento de las plantas al
facilitar a las raices la toma de agua y nutrientes del suelo. La sintesis activa de
los aminoacidos depende en gran medida de las especies de plantas y sus
microorganismos asociados. Asi, los biofertilizantes aumentan la sintesis de
aminoacidos para el desempefio activo del sistema radicular que nutre el

crecimiento de la planta (Kang et al., 2010).

Una de las principales barreras para el crecimiento de las plantas es la
contaminacion del suelo. Diversos factores pueden contribuir a la contaminacion
del suelo, como la acumulacion de metales pesados, el vertido de plasticos,
eluso excesivo de fertilizantes quimicos, etc. La presencia de metales pesados
es principalmente debida a la excesiva industrializacion y al desarrollo
desproporcionado de la poblacion (Shinwari et al., 2015) Los metales pesados

no son facilmente biodegradables en la naturaleza, por lo que cualquier




estrategia que potencia tales procesos, o permita su transformacion hasta
formas menos téxicas, como los procesos de bio y fitorremediacion, son de gran
importancia. En este sentido, cepas bacterianas PGPR como Azotobacter,
Bacillus, Brevibacillus, Kluyvera, Mesorhizobium, o Pseudomonas son
ampliamente utilizadas para el propdsito de biodegradacion de metales pesados
(Shinwari et al., 2015). Cepas PGPR como Azospirillum sp., Bacillus sp.,
Acinetobacter sp Burkholderia sp., Klebsiella sp., capaces de sintetizar ACC
desaminasa, fundamental en la reduccion de la concentracion de etileno en
plantas, como se ha visto previamente, sufren estrés debido a los metales

pesados (Gontia et al., 2017).

También en relacion con sustancias contaminantes, algunas de las cepas
bacterianas mencionadas poseen capacidad para degradar pesticidas,
reduciendo asi los efectos nocivos que estos ocasionan en el crecimiento de las
plantas. De forma general, llevan a cabo este proceso mediante la sintesis y
actividad de enzimas como esterasas, hidrolasas y glutation oxidasas (Dhayalan
et al., 2020).

Ademas, cabe destacar el papel fundamental que ejercen mejorando la
produccion y el rendimiento de los cultivos gracias a las diferentes funciones de

biocontrol que desarrollan sobre los patdgenos vegetales (Reddy, 2014).

En el caso de los residuos plasticos, también de alta capacidad contaminante,
se ha comprobado que diversos compuestos de naturaleza hormonal, como 1AA
y GA ayudan a resistir los efectos causados por los residuos plasticos. Asi, los
biofertilizantes PGPR capaces de sintetizarlos contribuyen a resistir mas
eficazmente los efectos del plastico y reducen la contaminacion del suelo
(Ikhwan y Nurcholis, 2020).

La deficiencia de Zn constituye una de las principales barreras para el
crecimiento de la planta, especialmente en los cultivos de cereales. Las cepas
bacterianas PGPR apropiadas aumentan el contenido en el suelo de este
elemento, asi como el de hierro, lo cual es beneficioso para el crecimiento
sostenible de las plantas (Yadav et al., 2017). Otros nutrientes que pueden
aumentar su disponibilidad como consecuencia de la accion de los

biofertilizantes son nitrdgeno y fésforo, tal y como muestran los estudios (Koul et




al., 2015; Xiurong et al., 2011), en los que se estudio la actividad de A. brasilense

y hongos AM, respectivamente.

Otro aspecto observado es el caracter sinérgico de los biofertilizantes
compuestos, de manera que se ve potenciado el crecimiento en comparacion
con los biofertilizantes constituidos por una Unica especie (Martinez et al., 2010).
En general, se revela que las PGPR inoculadas tiene un papel multidisciplinario

en la mejora el crecimiento sostenible de las plantas.

5. Limitaciones y futuras tendencias en la utilizacion de

PGPR en agricultura

Actualmente la utilizacion de biofertilizantes PGPR se ha convertido en una parte
integral de las practicas de agricultura sostenible en los principales paises
desarrollados. Sin embargo, en los paises en via de desarrollo hay un impacto
minimo de estos, debido en gran medida a la mala calidad en los bioinoculantes
(Berninger et al., 2018).

Los biofertilizantes tardan en mostrar los efectos que desencadenan en la
productividad agraria, lo que dificulta el trabajo de investigadores y cientificos en
lo concerniente a la concienciacion de los agricultores respecto a la accién
positiva de este tipo de productos (Mahanty et al., 2017). Ademas, su
comercializacion a gran escala requiere la realizacion de ensayos a gran escala
para comprender las caracteristicas de los microrganismos y sus actividades, lo
cual repercute en el coste final del producto y puede dificultar su adquisicién por
parte de los agricultores (Qiu et al., 2019). En este sentido, la investigacion de
los biofertilizantes debe enfocarse hacia estudios mas economicos, con efectos
y beneficios mas rapidos, y mayor productividad sostenible bajo diversas
condiciones ambientales (ljaz et al., 2019). Estos estudios sirven, ademas de
para promover el uso de biofertilizantes, para potenciar la confianza entre los

agricultores, en funcién de su utilizacion y rendimiento.

Siguiendo con los obstaculos actualmente existentes para el uso generalizado

de los biofertilizantes, otra de las limitaciones reside en la amplia variabilidad en




el desempefio de las funciones de las PGPR, debido a la dependencia que
muestran respecto a diferentes factores ambientales y que pueden afectar a su
respuesta y, por tanto, a los efectos que pueden ejercer sobre la planta. Los
factores ambientales incluyen el clima, las condiciones meteorologicas, las
caracteristicas del suelo o la composicion y actividad de la comunidad
microbiana autoctona del suelo (Gupta et al., 2015). También existen otros
factores bibticos y abibdticos, tales como presencia de malas hierbas, patégenos,
herbicidas, etc., que limitan los efectos de las PGPR en los cultivos, lo que resulta

en una productividad deficiente.

En los udltimos afos, el desarrollo en los campos de la biotecnologia y la
nanotecnologia, ha favorecido la introduccién y aplicacion de herramientas y
ténicas en el sector agricola que han generado importantes avances. Es el caso
de la biotecnologia y de la nanotecnologia, las cuales estan propiciando la
transformacioén de las practicas agricolas tradicionales (Subramanian y Tarafdar,
2011). Con la aparicién de la nanotecnologia, la expansién de nuevos nano
dispositivos, como biosensores y encapsulacion de enzimas y novedosos
nanomateriales, perfila un futuro prometedor en el campo de la agricultura y las
ciencias de la vida (Dixshit et al., 2013). Sus propiedades Unicas, que dependen
del tamafio, hacen que estos materiales sean superiores e indispensables en
muchas é&reas del desarrollo de la agricultura sostenible. Por ejemplo, las
nanoparticulas en patologia vegetal se enfocan en problemas agricolas
especificos en las interacciones planta-patdégeno y brindan nuevas formas para
la proteccion de cultivos. Esto incluye la deteccidon temprana de estrés bidtico y
su manejo, mejorando la eficiencia del uso de insumos y la vida util de los

productos perecederos.

Segun la literatura, las estrategias futuras de los biofertilizantes podrian
centrarse en la interaciones entre los microrganismos y las nanoparticulas,
plantedndose como objetivo principal el aporte de micronutrientes. Se ha
informado que determinadas especies PGPR (Pseudomonas fluorescens,
Bacillus subtilis, Paenibacillus elgii y Pseudomonas putida) tratadas con
nanoparticulas recubiertas de oro, aluminio y plata, no solo aumentan
significativamente el crecimiento de las plantas, sino que también inhiben el

crecimiento de parasitos fungicos dafinos dentro de la rizosfera y mejoran la




adhesion de las bacterias beneficiosas a las raices actuando, por lo tanto, como
potenciales nanobiofertilizantes. Los nanofertilizantes son portadores de
nutrientes que se estan desarrollando utilizando nanoparticulas con dimensiones
de 1 a 100 nm. Las nanoparticulas tienen un area de superficie extensa y son
capaces de contener una gran cantidad de nutrientes que liberan de manera
lenta y constante, lo que facilita la absorcion de nutrientes, coincidiendo con los
requisitos del cultivo. La eficiencia de los nano fertilizantes ha sido probada como
una buena alternativa a los métodos tradicionales por sus caracteristicas de
reduccion de la pérdida de nitrégeno, lixiviacion, efectos toxicos, y sostenibilidad
a largo plazo de los microbios en el suelo (Suman et al., 2010). También se ha
documentado que la tasa de germinaciébn de semillas en diferentes
monocotiledéneas y dicotiledéneas mejora. Por tanto, los nanobiofertilizantes
pueden encapsularse mediante microencapsulacion y usarse para controlar la

liberacion del fertilizante en la célula objetivo sin pérdidas no deseadas.

La nanoencapsulacion y la microencapsulacion de insecticidas, fungicidas o
nematicidas son Utiles para producir una formulacién que ofrece un control eficaz
de las plagas y evita los residuos en el suelo. Por lo tanto, la tecnologia de la
nanoencapsulacién sera una herramienta versatil para proteger las PGPR de
varios cambios ambientales y para que estas mantengan todas sus
caracteristicas beneficiosas, favoreciendo la productividad sostenible de cultivos

y mejorando la fertilidad del suelo.

Otra de las vias de desarrollo en el sector es la denominada agricultura de
precision, cuyos objetivos se centran en la reduccién de insumos y la
maximizacién de la productividad a través de la monitorizacién controlada de las
variables ambientales y la aplicacion de acciones especificas destinadas a lograr
dicho control. En este sentido, el desarrollo de biosensores inteligentes para la
deteccién de nutrientes y contaminantes tiene un gran impacto en este tipo de
agricultura, que se fundamenta en el uso de la tecnologias informaticas, sistemas
de posicionamiento global (GPS), y dispositivos de deteccion remota para medir
condiciones ambientales con un alto nivel de precision, utilizando recursos con

la maxima eficiencia e identificando la naturaleza y localizacién de problemas.




La biorremediacion también se ha convertido en una herramienta potencial para
limpiar el medio ambiente contaminado por metales y xenobioticos. Reducir la
biodisponibilidad de estos contaminantes en la rizosfera, asi como mejorar el
establecimiento, el crecimiento y la salud de las plantas, podria acelerar
significativamente el crecimiento de las plantas y, de hecho, su productividad (Ma
et al., 2011).

La préctica agricola sostenible tiende a crecer a través de la caracterizacion
gendmica de las especies PGPR. Lo cual requiere de la identificacién y
exploracion de genes utiles asociados con vias complejas de colonizacion
rizosférica, produccion de metabolitos secundarios y promotores especificos que
se expresan en un entorno rizosférico particular. Asi, el desarrollo de cepas
PGPR mejoradas en sus prestaciones puede ser posible mediante
manipulaciones genéticas. Estas PGPR biotecnoldgicas se muestran como una
alternativa sostenible y respetuosa con el medio ambiente (Dhayalan et al.,
2020).

En el futuro, la investigacidon para dilucidar el papel de los genes implicados en
la interaccion microbio-planta ayudara a desarrollar nuevas herramientas para

mejorar la salud de las plantas y los suelos.

6. Conclusiones

e Larizosfera determina la salud de la planta y ayuda a inducir la tolerancia
contra el estrés ambiental al mejorar la absorcién de nutrientes, la
disponibilidad de agua y la capacidad de amortiguacion. ElI conocimiento
de las interacciones de los microorganismos con el suelo y la planta puede
ayudar a desarrollar nuevos sistemas sostenibles, ecoldgicos vy
econdémicos para la agricultura. La amplia diversidad de microorganismos,
su heterogeneidad y multifuncionalidad, desencadenan una amplia gama
de interacciones que dificulta su estudio.

e La mayor parte de las investigaciones realizadas hasta le facha se limitan
a nivel laboratorio e invernadero, en los cuales las condiciones estan mas

controladas. Es necesario, por tanto, su aplicacibon en campo para




entender el papel de las PGPR en el medio natural. Por otra parte, resulta
basico comprender las caracteristicas determinantes de los inoculantes
PGPR efectivos antes de aplicarlos a las préacticas agricolas intensivas.
La literatura defiende que la inoculacion de PGPR conduce a una
produccién de cultivos sostenible y eficiente para alimentar a una
poblacién en continuo crecimiento, en un tiempo en el cual la agricultura
se enfrenta a diferentes limitaciones ambientales. En este sentido, los
biofertilizantes se presentan como sustitutos aceptados y validos de los
fertilizantes quimicos.

El objetivo principal de la agricultura en el futuro deberia ser la agricultura
de precisién, que tiene como objetivo reducir los insumos y aumentar la
produccién mediante la implementacién de acciones especificas y el
seguimiento de las variables ambientales. Para ello, se pueden desarrollar
cepas PGPR novedosas o superiores modificando sus rasgos especificos
mediante ingenieria genética y utilizando tecnologias recientes y
avanzadas, como la metaproteémica, la nanotecnologia, o la
rizoingenieria. Estas PGPR novedosas pueden ayudar a controlar el
estrés de las plantas e incrementar su productividad dando lugar a

inoculantes mas efectivos.
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