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Interés y Objetivos

Interés y Objetivos del Trabajo

En las ultimas décadas se han utilizado unas practicas de cultivo, que se
conocen con el nombre de "Agricultura intensiva”, basadas en el uso de dosis
elevadas de fertilizantes quimicos, para incrementar la produccion, asi como en la
aplicacion de otros productos agroquimicos tales como fungicidas, plaguicidas y otros
fitofarmacos, utilizados para proteger a los cultivos frente a plagas y enfermedades.
Estas practicas estan siendo reconsideradas en la actualidad dadas las posibles
consecuencias negativas sobre la salud humana y el medioambiente, derivadas del uso
excesivo de tales productos de sintesis. Es sabido que la aplicacion de fertilizantes
minerales, especialmente los nitrogenados, puede dar lugar a una contaminacion de
las aguas subterraneas por exceso de nitratos. Asi mismo, la desnitrificacion, ocasiona
que bajo determinadas condiciones, el fertilizante aplicado dé€ lugar a compuestos
nitrogenados en estado gaseoso que se volatilizan desde el suelo a la atmosfera.
Algunos de estos compuestos, como el 6xido nitroso, pueden contribuir al efecto

invernadero y/o a la destruccion de la capa de ozono.

A la vista de tal problematica, y con el fin de evitar problemas que afecten a la
salud y el medioambiente, se ha despertado un gran interés por la busqueda de nuevas
alternativas a la utilizacion (excesiva) de productos agroquimicos, pero, al mismo
tiempo, que aseguren buenas cosechas y la proteccion sanitaria de los cultivos. Se
trata por tanto de promover una agricultura basada en los principios del desarrollo
sostenible, es decir, un tipo de agricultura que permita preservar la fertilidad del
suelo a largo plazo. En este contexto, ¢l uso de microorganismos beneficiosos,
aplicados como 1inoculantes por sus funciones como Dbiofertilizantes,
fitoestimuladores y agentes de control biolégico, respresenta una atractiva

alternativa al uso tradicional de fertilizantes y fitofarmacos de sintesis.
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Por otro lado, el creciente desarrollo experimentado en el campo de la
biotecnologia y la genética molecular en los ultimos afios proporciona nuevas
oportunidades y ofrece soluciones a problemas en ambitos tan diversos como el
cuidado de la salud, la produccion de alimentos y el control de la contaminacion. En
particular, las aplicaciones biotecnologicas en produccion vegetal son tan variadas
que se llega a hablar de una auténtica revolucion agricola. Asi, gracias al poder de la
ingenieria genetica, que permite obtener organismos modificados genéticamente
(OMGs) se pretende el desarrollo de cultivos con mayores rendimientos y calidad de
la cosecha o cultivos capaces de desarrollarse bajo condiciones ambientales

desfavorables.

Los OMGs se definen como organismos en los cuales el material genético ha
sido alterado en una forma dirigida que no ocurre de manera natural. Basicamente su
construccion se basa en la introduccion de caracteres deseables en el organismo
mediante la transferencia de material genético (ADN). Esta nueva tecnologia conduce
al desarrollo de nuevos cultivos que modificados genéticamente (plantas
transgeénicas) pueden presentar resistencia a plagas y enfermedades, o tolerancia a
herbicidas; asi como al desarrollo de nuevas cepas de microorganismos que, aplicadas
durante la siembra o transplante, pueden ejercer accion protectora frente a patdogenos
e incrementar el desarrollo de la planta, por lo que puede reducirse de este modo el

uso de pesticidas, fungicidas y fertilizantes quimicos.

Con la aplicacion de estas nuevas tecnologias surgen diversas cuestiones
relacionadas con el desarrollo y uso de OMGs en agricultura. Asi hay que destacar las
consideraciones €ticas que conlleva el hecho de manipular la naturaleza, el efecto
sobre la biodiversidad (p.e. la introduccion de un inoculante microbiano en el suelo
para controlar un patégeno vegetal podria tener efectos no deseables sobre otros

grupos de microorganismos que pueden estar beneficiando a la planta), asi como los
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efectos a largo plazo que los OMGs pueden tener sobre el hombre y sobre el

ambiente.

Toda esta problematica ha llevado a los gobiernos a regular la liberacion de
OMGs al medioambiente. De este modo es necesaria la realizacion de pruebas
rigurosas , ensayadas previamente en el laboratorio, para determinar el
comportamiento, caracteristicas € impacto ecélogico en situaciones que simulan el
medioambiente, utilizando micro y mesocosmos en condiciones controladas (camaras
de cultivo e invernaderos), antes de ser contrastados en condiciones de campo, que

garantize una aplicacion segura del producto obtenido biotecnoldégicamente.

Con tal fin, 17 grupos de investigacion de organismos publicos y empresas
europeas propusieron al programa BIOTECH de la UE un proyecto de investigacion
titulado "Interaction bewteen Microbial inoculants and resident Populations in the
rhizosphere of Agronomically important Crops in Typical soils" (IMPACT). El
objetivo general de este projecto es analizar el efecto que la introduccion de
microorganismos (tanto silvestres como modificados genéticamente) puede tener
sobre la microbiota (ecologia y funcion) presente en el suelo asociado a raices de
plantas de interés agricola. El presente estudio queda enmarcado dentro de dicho
proyecto de investigacion. Concretamente pretende investigar si determinados
inoculantes microbianos, incluyendo OMGs, afectan al desarrollo y funcion de las
micorrizas arbusculares, simbiosis beneficiosa microbio-planta de gran interés en el

desarrollo y productividad de agrosistemas.

Los hongos formadores de micorriza son uno de los componentes mas
importantes de las comunidades microbianas del suelo y estan presentes en la mayoria
de cultivos de interés agricola (tales como cereales y leguminosas; plantas horticolas,
frutales, etc) donde juegan un papel clave en el ciclo de nutrientes, conservacion de la

estructura del suelo y salud de la planta. El comportamiento de estos hongos puede
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resultar afectado, directa o indirectamente (cambios en la fisiologia vegetal), por la
presencia de otros microorganismos. Consecuentemente y dada la importancia de esta
simbiosis, habra que garantizar que el uso de microorganismos modificados
gencticamente, especialmente los agentes de control bioldgico productores de

sustancias con efecto antifingico, no va afectar negativamente al hongo responsable

de esta asociacion.
Asi, los objetivos concretos planteados fueron:

1. Analizar el impacto de la aplicacion de biofertilizantes (Rhizobium),
fitoestimuladores (Azospirillum) y bioprotectores (Pseudomonas y Trichoderma)
sobre la formacion, desarrollo y efectividad de la micorriza arbuscular, es decir, su

efecto sobre el desarrollo y la produccién vegetal.

2. Evaluar el impacto de la aplicacion de biofertilizantes (Rhizobium), vy
bioprotectores (FPseudomonas) sobre la diversidad (cambios cuantitativos vy

cualitativos) en los hongos formadores de la micorriza arbuscular en un suelo

agricola.

3. Estudiar el efecto de una rotacion de cultivos sobre la dinamica poblacional

de los hongos micorricicos.

4. Investigar el efecto de la micorriza en el establecimiento de poblaciones de

los microorganismos inoculados.

5. Evaluar el efecto de la doble asociacion micorriza-Rhizobium sobre la

captacion de nutrientes utilizando técnicas isotopicas (15N o 32P).
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Introduccion

Introduccion

1. Sistemas y componentes de la produccion en Agricultura
1.1. Consideraciones generales

Antes de la 2° Guerra Mundial la forma de aumentar la produccion agraria era
incrementar la superficie cultivada. Es decir, a medida que crecia la poblacion, mas y
mas terreno se destinaba al cultivo agricola. Durante este periodo las cosechas se
mantuvieron € incluso mejoraron gracias al uso de abonos organicos de origen animal

0 vegetal, asi como a las técnicas de rotacion de cultivos.

Esta estrategia expansiva cambia radicalmente tras la 2* Guerra Mundial.
Desde entonces, a nivel global, la productividad agraria ha crecido a una tasa media
anual del 2.5%, aproximadamente. Este espectacular incremento no fue debido a una
mayor expansion de la superficie cultivable, sino a un aumento importante de la
productividad por unidad de superficie, que se logré6 gracias a un avance
impresionante en el desarrollo de nuevas tecnologias que fueron la base de la llamada
"revolucion verde". Esta se baso en el monocultivo de variedades de alto rendimiento,
lo cual favorece la aparicion de plagas y enfermedades. Como consecuencia, se
produjo un abuso de productos fitosanitarios, y un empleo excesivo de productos
fertilizantes quimicos obtenidos a traveés de una alta tecnologia. Hoy dia llega a

hablarse de la "era del abonado quimico o mineral"”.

En la actualidad, hay dos tipos generales de tecnologias para la produccion
agricola: (a) agricultura intensiva altamente mecanizada y basada en el uso intensivo
del suelo, agua y energia, y (b) agricultura d6rgano-biolégica. El primer tipo de

tecnologia ha sido la caracteristica de la mayor parte del sistema de produccion
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agricola. La escasez, cada vez mayor, de recursos naturales, incluidos los
combustibles fosiles no renovables, junto con las elevadas pérdidas netas de
nutrientes minerales, materia organica, calidad de agua y erosion del suelo, esta

originando un cambio inevitable hacia el segundo tipo de tecnologia en agricultura.

1.2. Los productos agroquimicos

El mercado de los fertilizantes se inicia a finales del siglo pasado con el
empleo del superfosfato, que aporté P a suelos que s6lo habian recibido las escasas
restituciones procedentes del esti€ércol. A partir de aqui su empleo se consolida y algo
mas tarde se complementa con el uso del sulfato amoénico y el nitrato sédico a los que
rapidamente se les une el cloruro potasico y otros varios compuestos nitrogenados.
Con el tiempo y el desarrollo de la agroquimica, es decir la agricultura actual basada
en el uso de productos quimicos (fertilizantes, plaguicidas, herbicidas, bactericidas y
fungicidas), aparecen en el mercado nuevos productos. Esta agricultura tuvo en sus
comienzos unos rendimientos espectaculares, provocados por los fertilizantes
quimicos y los restos de materia organica que aun contenia el suelo. Sin embargo, con
el agotamiento del humus, ha sido necesario reforzar la dosis de fertilizantes, dado
que cada vez son menores estos rendimientos. Asi, en el caso concreto de Espafia se
consume una media de 58 kg/ha de fertilizantes nitrogenados, una cantidad similar a
la de la Union Europea, pero en ciertos lugares de la Comunidad Valenciana se han
llegado a usar hasta 1000 kg/ha (Ramos & Varela, 1990). En el caso de biocidas
ocurre algo similar, pues la mayoria de ellos se aplican en zonas concretas de cultivos

Intensivos y aunque se usan de forma estacional, se hace regularmente.

Actualmente existen pocas novedades, y solo cabe destacar el uso de abonos
liquidos adaptados a sistemas de riego localizado, goteo y microaspersion. Es lo que
se conoce como fertirrigacion, forma mas eficiente y econdémica de aplicacion que los

sistemas convencionales. Este sistema permite aplicar cantidades adecuadas de agua y
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nutrientes segun las necesidades de la planta en cada etapa de su desarrollo. La
fertirrigacion cuando se lleva a cabo de forma correcta evita la contaminacion de las
aguas subterraneas por exceso de fertilizantes y asegura un abastecimiento continuo

de macro y micronutrientes.

En cuanto a los biocidas, hasta 1940 se empleaban productos no especificos
frente a un organismo determinado, por ejemplo, fungicidas de amplio espectro como
el cloruro de mercurio, €l formaldehido y sobre todo, el bromuro de metilo. En los
aflos 60 surge ya una larga lista de compuestos que afectan procesos metabolicos
especificos y de mayor efectividad. Pero con el paso del tiempo s6lo muy pocas
especies, que son regularmente tratadas, no desarrollan niveles significativos de
resistencia al producto. Ademas, en determinadas ocasiones la aplicacion de estos
productos puede reducir el nimero o la efectividad de microorganismos antagonistas

naturales de los patogenos.

1.3. Problematica del uso incontrolado de agroquimicos

Los agroquimicos pueden ser instrumentos excelentes cuando son
correctamente aplicados, pero constituyen un grave peligro cuando son usados
indebidamente. Asi, pueden aumentar o disminuir la cosecha, la resistencia de las
plantas a plagas y enfermedades, la resistencia de las plantas a la sequia y las heladas,
pueden mejorar o empeorar el valor nutritivo y la calidad de los productos, la
estructura del suelo y su pH, etc. Por tanto, y a pesar de que en un principio se pensoé
que el uso de productos agroquimicos era la panacea, actualmente es mas la
problematica que envuelve su uso, que las ventajas que aparentemente se pueden

obtener de su utilizacion.
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Las consecuencias que el uso creciente y excesivo de agroquimicos pueden

tener sobre el medio y la salud de los seres vivos quedan reflejadas por su influencia

sobre los siguientes procesos:

a. Perdidas de fertilidad v erosion del suelo. Como consecuencia de la

utilizacion de dosis elevadas de abonos quimicos inorganicos, se olvida el papel
fundamental de las aportaciones organicas. En efecto, el empobrecimiento de las
tierras en humus tiene consecuencias negativas sobre la fertilidad, estructura, vida
microbiana, etc, en el suelo. La aplicacion de fertilizantes hace que la materia
organica sea mineralizada mas rapidamente y el suelo pierde su bioestructura.
compactandose, lo que conlleva a una produccién insatisfactoria. Realmente, el
descenso en los niveles de materia organica en las tierras de labor, hace bajar el nivel
de la microbiota, cuya pérdida o disminucion puede conducir a la mineralizacion y
desertificacion del suelo. Como problemas asociaciados cabe citar que este tipo de
fertilizacion puede llevar a la acidificacion y salinizacion del suelo. La degradacion
de agrosistemas, provocados por el uso intensivo de productos quimicos diversos. se
manifiesta en la pérdida de la cubierta vegetal, en el descenso de la productividad

agricola y estd asociada a cambios en la calidad del suelo (Lopez-Bermudez &

Albaladejo, 1990).

b. Contaminacién de los recursos naturales. El agua, el aire y el suelo sufren
las consecuencias del empleo indiscriminado y abusivo de fertilizantes. Las aguas,
sufren problemas de acumulacion de nitratos y fosfatos en las capas superficiales y
subterraneas, con pérdida de potabilidad. Existe también el problema de eutrofizacion
de las aguas continentales y zonas costeras, aumentando hasta niveles nocivos los
productos organicos e inorganicos derivados de aguas residuales y fertilizantes.
Cuando el agua esta contaminada, los suelos también lo estan, presentando
acumulaciones excesivas de elementos minerales y metales pesados. La eliminacion

de estos contaminantes quimicos es muy dificil, a veces imposible. Algunos ejemplos
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de contaminacion atmosférica, como consecuencia de la fabricacion de agroquimicos,
aparecen en el sector de los abonos nitrogenados, donde se liberan amoniaco, acido
nitrico, particulas de nitrato amoniacal y urea; y en la fabricacion de abonos
fostatados, donde las emisiones de polvo, fluor y la produccion de yeso fosforico son

los causantes de problemas.

c. Degradacion del medio ambiente. En primer lugar, se pone en peligro la

diversidad ecologica de la fauna, flora y microbiota. Tal es el caso de las lombrices,
que estan desapareciendo del suelo agricola, de la mortandad de peces en rios
victimas de vertidos y practicas contaminantes, asi como de la pérdida de multitud de
especies de microorganismos presentes en el suelo indispensables para conservar su
fertiidad. Del mismo modo, también hay que tener en cuenta la proliferacion de

variedades resistentes a determinados productos fitosanitarios.

d. Problemas sobre la salud. En muchos agrosistemas los fertilizantes
nitrogenados son los mas usados, dado que el nitrégeno es el nutriente mineral mas
demandado por las plantas (en tropicos y en ciertos tipos de suelos es el P), siendo,
por tanto, factor limitante de la produccion. El 16n nitrato es la forma preferentemente
absorbida por las plantas, pues al ser poco toxico para los vegetales (a diferencia de lo
que ocurre con €l 10n amonio), puede circular en mayor concentracion por la savia. La
desnitrificacion del nitrato, efecto especialmente llamativo en condiciones de exceso
del 16n, constituye una de las principales pérdidas de nitrégeno del sistema suelo-
planta. En este proceso se formaran fundamentalmente oxidos de nitrogeno vy
nitrogeno molecular. El tipo de suelo, la temperatura, el pH y la humedad pueden
influenciar la desnitrificacion. Los nitratos pueden pasar a nitritos, que constituyen
auténticos venenos para el organismo. Uno de los efectos causados por los nitritos es
la metahemoglobinemia, donde los nitritos se combinan con la hemoglobina
bloqueandose la absorcion celular de oxigeno. Si los nitritos se combinan con aminas

daran nitrosaminas, compuestos cancerigenos. Por otro lado, los nitratos per se
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reducen la actividad de la glandula tiroidea y provocan carencia de vitamina A,y al
igual que ocurre con los nitritos se pueden combinar con otras sustancias dando lugar
a productos cancerigenos (Artigas, 1986). Otros efectos patologicos de los nitratos
pueden quedar reflejados en una disminucién de las funciones de reproduccion, asi
como en carencias de vitaminas del grupo B. Por otro lado, con el abonado quimico
s¢ aportan cantidades excesivas de determinados elementos minerales (P, N vy K),
olvidandose a veces en estas formulas de fertilizacion determinados elementos
minoritarios considerados menos importantes o innecesarios. Al mismo tiempo,
algunos elementos quedan bloqueados para ser absorbidos por la planta, bien porque
los fertilizantes quimicos pueden tener efecto quelante, bloqueando micronutrientes
como Cu, Mg, Fe y Zn, o bien porque su tasa de solubilizacién a partir de la roca
madre es inferior a la velocidad a la que estos elementos son incorporados a los
culivos. La carencia nutricional hace a la planta mas vulnerable a plagas y
enfermedades, teniendo que recurrirse a productos fitosanitarios (1nsecticidas,

herbicidas, plaguicidas, fungicidas, etc), cuyos restos entran a formar parte de nuestra
alimentacion con todas sus consecuencias. Determinados herbicidas y microbicidas o
gases desinfectantes tienen propiedades mutagénicas, cancerigenas y teratdgenas. Asi.

los ditiocarbamatos (fungicidas), son poco toxicos en si mismos, pero se degradan en

etilén-tiourea que, en animales de experimentacion, se ha visto que puede incluso

provocar episodios cancerigenos (Bellapart, 1988). La persistencia de los pesticidas y

herbicidas en la cadena trofica es causa de innumerables problemas sanitarios, siendo,

¢l envenenamiento por los mismos, su principal consecuencia.

e. Alto coste energético en la fabricacion de estos productos (especialmente en

el caso de los fertilizantes nitrogenados), ya que la mayoria de la energia que se
consume proviene de combustibles fosiles (petrdleo, gas y carbon fundamentalmente)

no renovables y por consiguiente agotables en un futuro. Como ejemplo, la
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fabricacion de una tonelada de fertilizante nitrogenado requiere la energia equivalente

a siete barriles de petroleo.

En resumen, las fuentes de energia disminuyen, el petroleo se agota, aumenta
el gasto por la tecnologia que los produce y la poblaciéon crece (6000 millones de

habitantes en el afio 2000). Luego, ;como se produciran los alimentos en el futuro?.

2. Nuevas perspectivas en agricultura: Agricultura sostenible

2.1. Conceptos generales

Aunque con un alto coste ecologico y economico, la revolucion verde logré
incrementar la productividad fundamentalmente en los paises mas desarrollados, sin
embargo, en zonas menos desarrolladas, esta agricultura de alto coste energético no
produjo beneficios continuados. Baste un ejemplo: en Africa la productividad agraria

per capita ha disminuido a un ritmo del 1% anual durante los altimos 20 afios (York,

1994).

Diversos organismos internacionales, entre ellos la FAO, adviertieron, ya en
los afios 70, que los sistemas de produccion de alimentos basados en elevadisimos
costes energeticos, no son adecuados para paises en vias de desarrollo, e incluso a la
larga estos sistemas podrian resultan insostenibles, incluso en paises mas avanzados.
Pero no fu€ hasta los primeros afios de la década de los 80 coincidiendo la crisis
financiera en el sector agrario de paises desarrollados, con el fuerte aumento del
precio del petroleo y una influencia, cada vez mayor, de movimientos ecologistas
(como consecuencia de toda la problematica anteriormente mencionada), cuando se
manifiesta la clara necesidad de replantear las estrategias de produccion agraria y de
formular los conceptos basicos y operacionales para definir y aplicar una agricultura

"diferente”. A finales de la década de los 80 se consigue el apoyo oficial a la
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necesidad de este cambio creandose programas de investigacion y educacién de

agricultura basado en estrategias alternativas. Como ejemplo, el llamado programa

LISA ("low imput sustainable agriculture") (Schaller, 1991).

2.2. Objetivos de la Agricultura sostenible

La agricultura sostenible puede definirse como una manera de cultivar el suelo
conservando al maximo la calidad medioambiental. Su consecuencia es la produccion
de alimentos y fibras usando sistemas que permiten obtener maximos beneficios, de
acuerdo con la demanda, de la capacidad productiva inherente de los recursos
naturales (Benbrook, 1991). Este tipo de agricultura debe permitir ingresos adecuados
a los agricultores y proporcionar a los consumidores alimentos sanos y seguros, asi

como reducir al minimo el impacto adverso sobre el medio ambiente.

Las claves de la agricultura sostenible pueden resumirse de la siguiente

mancra.

a. Incorporacion a las practicas agricolas la potenciacion de procesos naturales
tales como el ciclado biogeoquimico de los nutrientes y el aprovechamiento de las
relaciones entre organismos beneficiosos y los causantes de plagas y enfermedades.

Es decir, combatir actividades patogénicas utilizando enemigos naturales de los

agentes perturbadores.

b. Utilizacion dcl potencial biologico y genético de las especies animales y

vegetales con vista a un incremento en la productividad.

¢. Reduccion del uso de recursos no renovables o de aquellos cuya utilizacion

suponga un mayor riesgo para el medioambiente o la salud del agricultor y/o los

consumidores.
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d. Mejorar la relacion "distribucién de cultivos-potencial productivo-

limitaciones fisicas del terreno".

e. Produccion eficiente y ecomomicamente rentable que permita una
integracion optima entre ganaderia y agricultura, prevencion de enfermedades vy la

conservacion del suelo, el agua, la energia y los recursos biologicos.

El objetivo fundamental de un sistema agricola sostenible no consiste en una
reduccion a toda costa del uso de fertilizantes quimicos y de fitofarmacos, sino la
utilizacion racional de los mismos que permita un aumento de la productividad por
unidad de coste de produccion y una menor dependencia de productos agroquimicos.
No se trata, por tanto, de "Agricultura Biologica Estricta”, sino de una estrategia que
permita una mejor alimentacion, mas racional de la poblacion (creciente a nivel
mundial), asi como de garantizar la calidad del medio ambiente y la disponibilidad de

recursos naturales para las generaciones futuras.

Es por ello que en numerosos paises se han adoptado diversas medidas para
optimizar el uso de fertilizantes, basadas en los llamados "codigos de la buena
practica agricola”, especialmente disefiados para reducir la contaminacion del agua
por nutrientes minerales y, de forma mas generalizada, conseguir una fertilizacion
equilibrada de los cultivos (Soler Rovira ef al., 1996). En los casos de plagas y
enfermedades se recurre a medios de escasa o nula toxicidad para el hombre y el
medio; asi se utilizan preparados a base de plantas (insecticidas vegetales) como
rotenona, piretrinas, cassia, etc, ciertos fungicidas y, sobre todo la lucha biolégica que
lleva a cabo la destruccion de parasitos y patogenos a través de sus enemigos

antagonistas naturales.

Los fertilizantes a base de residuos (lodos de depuracion, "composts" de
basura y otros materiales no generados directamente en la explotacion agraria), que se

estan empleando de forma creciente en agricultura, pueden desempefiar también un
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papel clave en practicas dirigidas a una agricultura sostenible. En principio y teniendo
en cuenta que gran parte del contenido de materia organica de los lodos de depuracion
de aguas residuales domésticas procede de la alimentacion de la poblacion y al igual
que los residuos ganaderos tienen su origen en las cosechas, es 16gico pensar que el
retorno de estos residuos ricos en nutrientes a los propios campos de cultivo seria
altamente recomendable. Estos lodos son una fuente rica en materia organica, N, P y
micronutrientes, 1o que permitiria reducir el uso de fertilizantes nitrogenados de
sintesis, ahorrando energia, asi como disminuir el uso de fertilizantes fosforados,
reduciendose de este modo la explotacion de los yacimientos minerales de fosfatos
que empiezan a agotarse. Sin embargo, el elevado contenido en metales pesados,
policlorobifenilos (PCBs) y otros contaminantes reprensentan un impedimento
fundamental para su uso masivo en agricultura, ya que estos elementos pueden afectar
entre otros a microorganismos del suelo (McGrath, 1994). En un futuro, la separacion
de aguas residuales de origen doméstico e industrial, la reduccion de metales pesados
en productos de uso doméstico y la recogida clasificada de basuras para la
elaboracion de "composts" de bajo contenido en contaminantes, podrian hacer

compatible el uso de fertilizantes procedentes de residuos con una agricultura

sostenible.

Por otro lado, durante los ultimos 15 afios numerosos proyectos de mejora
genética se han focalizado en la obtencion de variedades mas resistentes o tolerantes a
factores nutritivos adversos y variedades mas eficientes en la absorcion y utilizacion
de nutrientes. Una de las dificultades para el futuro uso masivo de estas plantas
transgenicas en agricultura sostenible deriva del impacto medioambiental que tales
cultivos puedan tener. Actualmente se sabe muy poco acerca de los posibles efectos
de la introduccion de cultivos transgénicos (organismos nuevos) sobre poblaciones de
plantas y microorganismos en los agrosistemas. Por otro lado, aspectos de

competitividad, toxicidad potencial de los genes introducidos para los animales y el
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hombre, aparicion de hibridos y proliferacion de "nuevas" malas hierbas resistentes a

herbicidas, son algunos problemas cuyo posible alcance estd aun por descubrir

(Rogers & Parker, 1995).

La manipulacion de las propiedades bioldgicas del suelo mediante rotacion de
cultivos, ciertas estrategias de laboreo, adicion de materia organica, solarizacién. etc,
y en particular el uso de microorganismos, tanto en sistemas agricolas de tipo
sostenible como en ecosistemas naturales, tiene un futuro prometedor, basado en la

realidad experimental acumulada.

2.3. Propiedades biologicas del suelo

La capacidad que tiene un suelo para proporcionar a las plantas un medio
fisico que les permita su establecimiento y desarrollo y de suministrarles, en cantidad
y forma adecuada, los nutrientes que necesitan para satisfacer sus requerimientos
durante toda su existencia, constituye el soporte conceptual de lo que clasicamente se
entiende como "fertilidad del suelo"” (Pauli, 1967). Entre los principales
macrocomponentes que determinan la fertilidad del suelo hay que considerar los de
tipo quimicos, fisicos, climaticos y bioldgicos, los cuales interaccionan entre si para
dar lugar a procesos que condicionan los ciclos biogeoquimicos de nutrientes
minerales y de materia organica, la calidad del suelo, etc; por tanto, la dinamica de las
relaciones suelo-planta habra que estudiarla en el contexto de tales interacciones
(Barea & Azcon-Aguilar, 1982). Hoy dia se acepta el papel clave del componente
biologico o microbiota, formada por el conjunto de microorganismos del suelo (algas,
bacterias y hongos), junto con los virus y los componentes de la microfauna (amebas,
artropodos, flagelados, nematodos y otros) en la fertilidad de un suelo agricola o en

ecosistemas naturales (Barea et al., 1997).
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En efecto, la actividad y diversidad de la microbiota no s6lo es un factor clave
en la fertilidad del suelo, sino que también lo es en la estabilidad vy funcionamiento de

los ecosistemas naturales y de los agroecosistemas (Olivares & Barea, 1995: Barea &

Olivares, 1998; Barea, 1998). La diversidad microbiana es esencial para garantizar el

ciclado de los nutrientes y los procesos de descomposicion del material vegetal en
cualquier ecosistema terrestre (Jeffries & Barea, 1999). De hecho, la microbiota del
suelo lleva a cabo procesos de renovacion de la materia organica asi como diversas
funciones ecologicas de gran importancia en el desarrollo de los agroecosistemas, de
modo tal, que si esta biodiversidad se pierde, el precio que el sistema tendria que
pagar podria resultar muy caro (Altieri, 1994). En cambio, cuando la biodiversidad es
restaurada, se reestablecen complejas interacciones entre suelo, planta y

microorganismos que pueden resultar beneficiosas para el desarrollo de la planta.

Como se describe posteriormente (Apartado 3), los microorganismos del suelo
desempefian importantes funciones que repercuten en la nutricion y salud de la planta.
Hoy dia se conoce el enorme potencial de los microorganismos en diversos campos
de la agricultura: ciclado de la materia organica; ciclos biogeoquimicos de los
nutrientes, incluyendo la fijacion biolégica de nitrégeno; como agentes de biocontrol
de enfermedades de plantas; mejora de la estructura del suelo mediante la formacion
de agregados, etc. Si se considera que la microbiota del suelo es un recurso natural
renovable y se tienen en cuenta las funciones que los microorganismos son capaces
de desarrollar en los sistemas suelo-planta, se deduce la trascendencia de éstos en el
desarrollo sostenido de sistemas agrarios o forestales. En efecto, hoy se acepta que la
sostenibilidad, tanto de ecosistemas naturales como de agroecosistemas, depende del
equilibrio entre los componentes biologicos del suelo (Kennedy & Smith, 1995). Por
ello, la tendencia actual de investigacion en microbiologia (biotecnologia) del suelo
se orienta al estudio de los microorganismos que colonizan las interfases suelo-planta

desde el punto de vista ecologico, genético, bioquimico y fisiolégico, v sus
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repercusiones en la nutricion y proteccion de las plantas, asi como su contribucién a

una productividad sostenida con el minimo deterioro del medio ambiente.

3. Importancia de microorganismos rizosféricos en agricultura
3.1. Conceptos generales

Las particulas minerales y organicas del suelo se asocian para formar
agregados, constituyendo un entramado de materia que queda inmerso en las llamadas
fase gaseosa (atmosfera del suelo) y fase liquida (solucion acuosa del suelo). Este
conjunto es, en teoria, un habitat favorable para los microorganismos, de hecho, tanto
en la superficie de las particulas, como en el interior de los agregados, o bien
asociados a las raices de las plantas se han detectado una amplia variedad de
microorganismos viables (Glick, 1995; Lynch, 1990), entre los que se incluyen
bacterias, hongos, algas, nematodos y protozoos. Existen decenas de millones de
organismos viables y cultivables por gramo de suelo (Lynch, 1990), existiendo
también microorganismos viables pero no cultivables, que actualmente estan siendo

considerados en cuanto a su significado y funcion.

En el suelo, los microorganismos desarrollan una amplia gama de acciones
que inciden en el desarrollo y nutricion vegetal, aun cuando la disponibilidad de
nutrientes asimilables, particularmente la de sustratos carbonados metabolizables.
puede ser limitante para la actividad de la microbiota (Bowen, 1980). No obstante, la
funcionalidad de los organismos del suelo puede ser manipulada, como se vera
posteriormente (Apartado 5), para permitir que se expresen de forma eficaz
determinadas actividades, provocando diversos procesos que inciden en la

productividad de los sistemas agricolas.
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3.2. Concepto y significado de la rizosfera

La poblacion de microorganismos del suelo estd en un equilibrio inestable.
Cuando se introduce una planta, €sta suministra sustrato energético al suelo y la
situacion de los microorganismos cambia drasticamente, ademas la raiz constiluye un
sistema dinamico donde la formacion de nuevas raices y la muerte y descomposicion
de otras viejas ocurre de manera continua. De esta forma, se desarrolla la llamada
"rizosfera" (zona del suelo influenciada por la presencia de raices) que constituye un
microcosmos donde proliferan los microorganismos estimulados por el denominado
"efecto rizosférico” (Hiltner, 1904). Generalmente se acepta que la causa primaria de
este efecto rizosférico es la presencia de compuestos solubles e insolubles liberados
(exudados) por cé€lulas vivas o muertas de la raiz que son sustrato para la microbiota.
También constituiran sustrato para los microorganismos los detritos, mucilagos,
lisados y secreciones. Dentro de los exudados radicales se encuentran compuestos
difundibles solubles en agua, y otros volatiles, asi como compuestos no difusibles. De
todos ellos, los que parecen mas importantes desde el punto de vista funcional son los
exudados solubles, pero las sustancias volatiles pueden ejercer la funcion de
mensajeros, al ser capaz de moverse considerables distancias (varios centimetros en el
suelo), y mas rapidamente de lo que lo hacen los compuestos solubles en agua. Esto
es de gran importancia ya que los microorganismos pueden ser estimulados por
sefiales de la planta lejos de la superficie radical. Tanto el sistema radical de la planta
como el suelo rizosferico a €l asociado constituyen una zona de intensos cambios y
actividades, y va a ser en esta zona donde ocurra la mayor parte del ciclado de

nutrientes en suelo.

Asi, en la nizosfera existe una considerable densidad poblacional de
microorganismos, pudiendo alcanzar valores superiores a 10° células por cmd,
dandose los valores maximos por lo general en la rizoplana o superficie radical,

existiendo un gradiente poblacional de pendiente regular que se extiende a unos pocos
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milimetros de la raiz, llegando a densidades del orden de 10-100 veces inferiores a la
encontrada en la rizosfera. Por lo general entre un 7-15% de la rizoplana esta cubierta
por microorganismos (Weller & Thomashow, 1994), los cuales se encuentran
agrupados en microcolonias en sitios donde los nutrientes son mas abundantes. Esta
proporcion puede resultar modificada en el caso de raices con asociaciones

simbiodticas tales como las micorrizas.

Finalmente hay que considerar los microorganismos que colonizan la propia
raiz (endofitos), tanto beneficiosos como patdégenos. Las acciones que desarrollan los
microorganismos en la rizosfera y que resultan beneficiosos para el sistema suelo-

planta pueden resumirse de la manera siguiente:

a. Produccion de sustancias fitoactivas (fitoestimuladores): hormonas,

vitaminas y otras sustancias, que estimulan la germinacion de las semillas y el

enraizamiento.

b. Intervencion de los microorganismos (biofertilizantes) en ciclos
biogeoquimicos de nutrientes en los que ocurren fenomenos tales como fijacién de N,
solubilizacion (movilizacion) de elementos minerales, mineralizacion de nutrientes
integrados en compuestos organicos, captacion de nutrientes solubles, etc, lo que

incrementa el suministro y disponibilidad de nutrientes para la planta.

c. Formacion de agregados estables, mejorando la estructura del suelo y con

ello la capacidad de retencion de agua.

d. Desarrollo de fenémenos de antagonismo microbio-microbio (agentes de

control bioldgico).

¢. Eliminacion de productos o residuos xenobioticos tales como detergentes,

pesticidas, fungicidas, herbicidas (bioremediadores).
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f. Incremento de la tolerancia del vegetal a salinidad, sequia, metales pesados,

etc, (mejoradores ecofisiolégicos), que en definitiva permiten proteger a la planta

frente a estreses bidticos y abidticos.

3.3. Tipos de microorganismos. Inoculantes microbianos

Las actividades metabdlicas de las poblaciones microbianas, estimuladas en la
rizosfera tanto desde el punto de vista cuantitativo como cualitativo, son de vital
importancia para el desarrollo de las plantas (Barea & Olivares, 1998). Asi. desde el
punto de vista de la interaccion microbio-planta, los microorganismos se pueden

dividir en saprofitos, simbiontes parasiticos o patdgenos y simbiontes mutualistas o

simbiontes por antonomasia.

Mientras los simbiontes parasiticos o patdégenos son los principales causantes
de enfermedades en plantas, los organismos sapréfitos desempefian un papel clave en
la transformaciéon de la materia organica del suelo. Dentro de este grupo se
encuentran las llamadas PGPR, acrénimo en inglés de Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento de la Planta (Kloepper, 1992; Glick, 1995) que como se discute
posteriormente, desempefian funciones de gran interés en términos de agricultura

sostenible, tales como control bioldgico de patégenos, solubilizacién y movilizacién

de fosfatos, fijacion de Nj y fitoestimulacion, al facilitar la emergencia o el

enraizamiento.

Entre los microorganismos simbiontes mutualistas destacan los hongos de la

micorriza y las bacterias simbidticas fijadoras de Np (Rhizobium, Frankia y

cianobacterias), que como las PGPR también son suceptibles de aplicacién practica
(Requena, 1996), lo cual implicara la formulacion de preparados basados en tales

organismos que pueden resultar beneficiosos para el sistema suelo-planta, es decir,

implicara el uso de los denominados "inoculantes".
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Las modificaciones introducidas por el hombre en el sector agricola
(monocultivo, aplicacion descontrolada de fertilizantes, tratamientos con pesticidas y
herbicidas) han llevado consigo una pérdida de la diversidad, nimero y/o actividad de
los propagulos microbianos en los suelos (Kennedy & Smith, 1995). En estos casos,
como en aquellos en los que se trata de recuperar suelos marginales, la introduccion

de noculantes microbianos puede resultar util para el desarrollo de la planta,

hablandose de "fertilizacion biologica".

Los primeros inoculantes bacterianos usados en agricultura fueron a base de
bacterias fijadoras de nitrogeno o solubilizadores de P. Estos trabajos se iniciaron en
Rusia a mediados del presente siglo (Mishustin & Naumova, 1962; Mishustin, 1963).
En esa misma €poca Brown ef al. (1964) y Rovira (1963) establecen que algunos
Pseudomonas y otras bacterias rizosféricas como Azotobacter también pueden
aumentar el crecimiento vegetal. En las Gltimas dos décadas se ha demostrado que
varios grupos bacterianos pueden resultar beneficiosos para las plantas; entre estos se
encuentran los agentes de control biolégico (Weller, 1988; Kloepper, 1992; O'Gara et
al., 1994; Barea et al, 1998), otras PGPR (Kloepper er al, 1991), bacterias que
aumentan la cosecha o YIB (Mei ef al., 1990; Piao ef al., 1992; Tang, 1994) y algunas

especies de Azospirillum (Bashan & Levanony, 1990), habiéndose propuesto como

base de inoculantes (Bashan, 1998).

Actualmente se estd reuniendo un cumulo importante de datos a nivel
genetico, bioquimico, fisioldgico, ecologico, etc, sobre inoculantes microbianos, que
permita preveer unos resultados Optimos de su uso a escala productiva. Sin embargo,
siempre existiran factores que no son controlables a escala agricola y que pueden
atectar al posible €xito del inoculante, como son la temperatura, 1a lluvia, la difusion
de O, y principalmente problemas de competitividad entre los organismos
introducidos y la poblacion autoctona del suelo (Dowling & Broughton, 1986). En

efecto, para que un organismo sea efectivo debe establecerse en un elevado niimero
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en la rizosfera de la planta inoculada, y deberan mantener los niveles de colonizacion
durante la fase en la que los microorganismos ejercen la accion para la cual fueron
aplicados. Por tanto es muy importante cuantificar la colonizacién radical por el
microorganismo introducido enfocado a una mejora en la produccion vegetal, ya sea a

través de una promocion del crecimiento, o bien a través de control biolégico de la

enfermedad.

Las técnicas basadas en el uso de is6topos estables (15N, 13C) o radioactivos

(32P) son metodologias de interés para estudiar la respuesta de las plantas a los

biofertilizantes y a situaciones de estrés ambiental (Barea & Olivares, 1998).

3.3.1. Microorganismos patogenos (simbiontes parasiticos)

Se sabe que determinadas bacterias del suelo resultan patogénicas para la
planta, entre ellas las demoninadas DRB acr6nimo en inglés de "deleterious
rhizobacteria" (Nehl ef al., 1996). Sin embargo, la mayoria de enfermedades de los
vegetales que tienen importantes repercusiones agronOmicas son causadas por
hongos, fundamentalmente especies pertenecientes a los géneros Fusarium,
Phytophthora, Gaeumanomyces, Thielaviopsis, Sclerotium, Verticillium,

Aphanomyces, Pythium y Rhizoctonia, o por nematodos tales como Rotylenchus,

Pratylenchus, Meloidogyne, etc.

Estos organismos, sobre todo los hongos, producen graves efectos en plantas
cultivadas; asi los dafios que se producen tras una micosis se deben principalmente a
una sustraccion de materia, una alteracion de los tejidos, originada por la secrecion de

enzimas del patogeno que degradan paredes celulares, y muy especialmente, a la

produccion de productos metabolicos toxicos.

S1 bien, hasta hace no muchos afios, el principal medio para combatir y evitar

los dafios causados por este tipo de microorganismos era la aplicacion de fungicidas y
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otros biocidas, actualmente se tiende a la busqueda de soluciones alternativas que
eviten tanto el deterioro del medio ambiente como problemas en la salud asociados
con ¢l uso de estas sustancias. Surge entonces el concepto de "control biologico de
enfermedades”, que implica el manejo racional y dirigido de microorganismos
apropiados, componentes comunes de los agrosistemas, para proteger a la planta
frente al ataque de bacterias, hongos, nematodos, etc (Linderman, 1994; Cook et al..
1995; Azcon-Aguilar & Barea, 1996). Se trata de microorganismos rizosféricos
capaces de ejercer algun tipo de antagonismo (como se discute en los Apartados
3.3.2. y 3.3.3.) sobre otros microorganismos patoégenos de la planta, lo cual beneficia
indirectamente el desarrollo de ésta a través de la proteccion de su estado sanitario.
Asi, tanto bacterias (Pseudomonas spp., Bacillus spp.) como hongos (7richoderma
spp., Gliocladium spp.) han sido ensayados con éxito como agentes de control

biologico frente a hongos del suelo patéogenos de plantas (Elliott & Lynch, 1995;
O'Gara et al., 1994).

3.3.2. Saprofitos beneficiosos

3.3.2.1. Conceptos generales

Los organismos saprofitos son aquellos que utilizan compuestos organicos
procedentes de residuos animales, vegetales o microbianos como fuente de energia y
esqueletos carbonados (Bowen, 1980). Dentro de este grupo se encuentran
fundamentalmente bacterias y hongos que intervienen en procesos tan importantes
como la descomposicion de materia organica procedente de restos vegetales o
animales, constituyendo un eslabon importante en el ciclo de la materia, de aqui que
sean muy utiles en la purificacion del agua en las llamadas "fosas sépticas", y en la

preparacion de "composts" para usarlos posteriormente como enmienda agricola
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(Vassileva ef al., 1998). También desempefian un papel importante en los procesos

implicados en la formacion de humus, carbon y petroleo.

A pesar de la importancia que tiene la intervencion de estos microorganismos
en los procesos anteriormente citados, €l presente estudio se va a centrar s6lamente en
sus efectos sobre el crecimiento, desarrollo y salud de las plantas, aspectos

considerados, desde hace ya algun tiempo, de gran relevancia.

3.3.2.2. Rizobacterias beneficiosas 0 PGPR

El término PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al.,
1989) se usa para describir bacterias colonizadoras "agresivas" de la raiz que pueden
resultar beneficiosas para las plantas y por tanto ser usadas como inoculantes.
También han sido denominadas YIB (Yield Increasing Bacteria) (Mei er al., 1990;
Piao et al., 1992; Tang, 1994). Se trata de bacterias que aunque viven de forma libre
en el suelo, colonizan masivamente la rizosfera, donde mantienen poblaciones de
individuos a un nivel elevado que permite su efectividad (Kloepper er al., 1991;
Linderman, 1992). En el proceso de colonizacion la bacteria es atraida
quimiotacticamente a la rizosfera por los exudados radicales para posteriormente
unirse a la superficie radical. Algunas bacterias, generalmente Azospirillum spp.,
pueden incluso llegar a penetrar en la raiz y colonizar los espacios intercelulares,
aunque no forman estructuras especializadas como ocurre en el caso de la asociacion

Rhizobium-leguminosa.

Dentro de este grupo se encuentrar especies pertenecientes a los géneros
Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Enterobacter, Erwinia, Flavobacteria,
Hafnia, Klebsiella, Serratia, Xanthomonas, Azotobacter, Azospirillum, Clostridium,
Pseudomonas, Acetobacter, Burkholderia y Bacillus (Kloepper et al., 1989; Bashan

& Levanony, 1990; Okon & Labandera-Gonzalez, 1994; Tang, 1994). Las bacterias
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de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium se podrian considerar dentro de este

grupo, entendiendose, ademas, que estas pueden actuar como PGPR cuando no

forman simbiosis con leguminosas.

De todos los microorganismos que colonizan la rizoplana y la rizosfera, los
mas comunes son las bacterias Gram-negativas, y de todas ellas parece que los
Pseudomonas fluorescentes son las dominantes, probablemente debido a su gran
versatilidad metabolica (Bolton ef al., 1993), que contribuye a su competitividad, al
1gual que lo hace la capacidad de quimiotaxis y adherencia a raices en el caso de

zospirillum (Vande Broek & Vanderleyden, 1995). Esta bacteria Gram-negativa es
muy abundante en suelo y a su vez colonizador general de raices, mostrando una baja
especificidad por un hospedador determinado, y que incrementa el desarrollo de
cereales y otros cultivos (Bashan & Holguin, 1997). En resumen, bacterias de los
generos Azospirillum y Pseudomonas han sido las mas extensamente estudias por sus

efectos como promotoras del crecimiento vegetal.

a. Efectos beneficiosos de las PGPR: Mecanismos de accion

Los efectos mas apreciados de las PGPR se basan en la produccion de
compuestos biologicamente activos tales como hormonas, agentes quelantes,
sideroforos, enzimas, vitaminas, etc, que son ocasionalmente antagonistas de
patogenos de plantas o bien estan implicados en ciclos de nutrientes, como los
fijadores de N y los solubilizadores de P, o en la transformacion de la materia

organica (Kloepper ef al., 1991; Kloepper, 1992; Glick, 1995).

Las PGPR pueden afectar al crecimiento vegetal, bien de forma directa
mediante el suministro de determinados compuestos a la planta, o facilitando la
captacion de nutrientes (fundamentalmente Azospirillum spp.) , o bien pueden actuar

de forma indirecta evitando los efectos deletéreos de uno o mas organismos
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fitopatogenos (fundamentalmente Pseudomonas spp.), de ahi que actualmente se
tienda a clasificar o dividir a las PGPR en dos grupos: "PGPB" (Plant Growth
Promoting Bacteria) y "Biocontrol-PGPB" (Bashan & Holguin, 1998). El cambio del
termino "PGPR" por "PGPB" se debe a que muchas bacterias que ejercen efectos
beneficiosos sobre la planta no son rizobacterias. Bashan y Levanony (1990)

defienden la actuaccion conjunta de varios de los mecanismos, siendo los

mecanismos individuales menos importantes si operan de manera aislada.

Mecanismos indirectos

Aunque como mecanismos implicados en el control biolégico son
"mecanismos directos”, dichas actividades pueden considerarse "mecanismos

indirectos" en cuanto a beneficiar el crecimiento y desarrollo de las plantas:

- Produccion de siderdforos. El hierro es un nutriente esencial para la mayoria

de los microorganismos, y probablemente el Gnico que es practicamente insoluble en
ambientes aerobios a pH neutro (Neilands, 1984), de modo que la cantidad de Fe
disponible en el suelo puede resultar demasiado baja para soportar el crecimiento
microbiano. Asi, determinados microorganismos (fundamentalmente Pseudomonas)
secretan compuestos de bajo peso molecular con gran afinidad por el Fe3t
(sideroforos), lo quelan, lo transportan dentro de sus estructuras celulares y lo utilizan
para su propio crecimiento (Briat, 1992). De esta forma el nutriente no esta disponible
para otros microorganismos, lo que puede resultar efectivo para prevenir la
proliferacion de cualquier patégeno que pudiera encontrarse proximo (O'Sullivan &
O'Gara, 1992). Al contrario de lo que ocurre con los fitopatogenos, las plantas no se
afectan por ese agotamiento localizado de Fe (O'Sullivan & O'Gara, 1992). La
capacidad de un sideroforo para actuar como supresor efectivo del ataque o
enfermedad dependera de la planta, del fitopatogeno a suprimir, de la COMpOosicion

del suelo, de la bacteria que sintetiza el sider6foro y de la afinidad del sider6foro por

30




Introduccion

Fe. Por estas razones, aunque una PGPR resulte efectiva bajo condiciones controladas

de laboratorio, sus resultados en campo son dificiles de predecir (Glick, 1995).

- Produccion de antibioticos (Weller, 1988; Keel ef al, 1992: Handelsman &
Stabb, 1996). Es el mecanismo méas comun de biocontrol. El principal grupo de
productores de antibidticos en la rizosfera lo constituyen los Pseudomonas
fluorescentes, considerandose €stas bacterias como agentes altamente efectivos en la
supresion de la enfermedad por fitopatdégenos. Este mecanismo es especialmente
significativo en el caso de cepas que, como se comenta posteriomente (Apartado 5)
han sido modificadas genéticamente para sobreproducir el antibiético (fenacina.
pioluteorina, 2.4-diacetilfluoroglucinol, etc.) resultando la proteccion frente a la
enfermedad o ataque por patogeno mas efectiva que con la cepa salvaje (Maurhofer et
al., 1992; Schnider ef al., 1994). La inhibicion del crecimiento de muchos patégenos
de origen fungico se ha demostrado en gran numero de ensayos in vifro, aunque
aproximadamente so6lo un 5% de las cepas que muestran antibiosis in vitro
promueven el crecimiento de la planta (Nehl er a/., 1996). La gran variedad de
antibioticos producidos por PGPR no van a ejercer su efecto frente a todos los tipos
de patogenos rizosféricos conocidos (Handelsman & Stabb, 1996), por lo que no se
puede considerar a la produccion de antibidticos como el unico mecanismo o factor

en control biologico.

- Sintesis de acido cianhidrico (CNH) (Kloepper, 1993). La propia bacteria
productora es resistente a este producto. El papel de este compuesto en la supresion
de la enfermedad no parece estar firmemente establecido (Voisard ef al., 1989; Glick,
1995). Su toxicidad parece radicar en la capacidad de formar complejos estables con
iones metalicos divalentes, pudiendo llegar a inhibir fuertemente entre otros a la

citocromo C oxidasa (Way ef al., 1988).
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- Hidrolisis de acido fusarico (Toyoda & Utsumi, 1991), compuesto causante

de los dafios producidos por el ataque de Fusarium.

- Sintesis de enzimas que hidrolizan las paredes celulares de hongos. Caben

destacar la quitinasa y laminarinasa (Lim er al, 1991) y la B-1,3-glucanasa

(Fridlender er al., 1993).

- Competicion por nulrientes y sitios de infeccion en la superficie de la raiz
(O'Sullivan & O'Gara, 1992). Al parecer es el mecanismo responsable de un pequefio

0 moderado grado de supresion de la enfermedad por muchas PGPR.

- Induccion de resistencia sistémica en la planta (Tuzun & Kloepper, 1994).
Esta basado en la activacion de la sintesis de algunos metabolitos antipatogénicos en
la planta, que se expresan a distancia del sitio de inducién y de forma generalizada.

Es un mecanismo que no implica interaccion directa entre la PGPR vy el patégeno.

- Cambios en las poblaciones rizosféricas. Ello puede estimular el nimero de

antagonistas frente a un patdgeno.

Mecanismos directos

- Fijacion de N atmosférico por bacterias de vida libre. Fué el primer
mecanismo propuesto para explicar los beneficios de la inoculacion de ciertas
bacterias rizosféricas. Posteriormente, se ha visto que el aporte de N es limitado e
insuficiente para paliar las propias necesidades de las bacterias y el suministro
posterior a la planta (Hong ef al., 1991). La eficiencia de la fijacion de esta asociacion
no es muy grande (en el caso de Azotobacter se requieren 100 kg de glucosa’kg N
fijado), a menos que existan suficientes sustratos hidrocarbonados disponibles para
obtener energia. Pero en el mejor de los casos, no se llegan a superar unos cientos de
gramos de N fijado por ha y afio frente a 300 kg/ha/afio atribuidos a la simbiosis

Rhizobium-leguminosa. Por otro lado, el nitrogeno fijado en vida libre no es
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directamente utilizable por las plantas, ya que forma parte de la célula fijadora, y sélo
a su muerte y lisis entrara dentro del proceso de mineralizacion correspondiente. Tal
complejidad sugiere que deben existir mecanismos adicionales que permitan explicar
los incrementos en cosecha observados tras una inoculacion con bacterias diazotrofas,
grupo en el que se encuentran especies pertenecientes a los géneros Enterobacter,

Klebsiella, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Clostridium, Pseudomonas y otros.

- Sintesis de siderdforos que pueden solubilizar y secuestrar Fe del suelo, para
facilitarlo posteriormente a las raices (Wang ef al., 1993). Aunque esta actividad
puede beneficiar la nutricion de la planta, en la mayoria de los casos el efecto es

probablemente pequefio.

- Produccion de fitohormonas (Okon & Kapulnik, 1986; Michiels ef al., 1989:
Glick, 1995; Bashan & Holguin, 1997), sustancias que pueden estimular el
crecimiento en distintos estadios del desarrollo vegetal. Este es el mecanismo mas
usado para explicar los efectos de las PGPR sobre la planta. De todas las
fitohormonas las auxinas, y mas concretamente el acido indolacético (AIA) es el mas
comun y mejor caracterizado, y parece ser responsable de un mayor desarrollo de
plantas inoculadas (Patten & Glick, 1996). Estas sustancias son también sintetizadas
por la planta, por lo que es necesario distinguir entre éstas y las producidas por la
bacteria. En este sentido, para evaluar los efectos de una PGPR sera util realizar
estudios comparativos entre cepas silvestres y otras modificadas genéticamente que, o
bien hayan perdido la capacidad de produccion de la fitohormona, o bien sean
sobreproductoras. El crecimiento de la planta puede verse afectado por la cantidad de
AIA que la PGPR secrete, y la respuesta puede variar de una planta a otra
(Dubeikovsky er al., 1993). A veces los efectos observados no se deben a la
produccion de hormonas por la bacteria en si misma, sino que es la propia planta la
que los produce en respuesta a la colonizacion radical por la bacteria (Zimmer ef al..

1988). En cualquiera de los casos, la produccion de fitohormonas va a conducir a un
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mayor desarrollo de la raiz, lo que a su vez puede facilitar la captacion de nutrientes

minerales, lo que redunda en beneficio de la planta. Un beneficio especial que la

produccion de AIA puede tener sobre el desarrollo de la planta se manifiesta en las
leguminosas, ya que las fitohormonas producidas por Azospirillum promueven la
diferenciacion de las células epidermicas de los pelos radicales, con lo cual se
aumenta el numeros de sitios suceptibles de infeccion por Rhizobium (Yahalom et al.,
1990; Andreeva er al., 1993). La auxina AIA no parece ejercer ningin papel
significativo en la fisiologia de la bacteria, sugiriéndose que la producciéon y
excreccion de AIA al medio es una forma de reducir niveles toxicos de Triptéfano,
precursor inmediato en la biosintesis de AIA (Bar & Okon, 1992). Otro mecanismo.
hasta hace poco insospechado para la promocion del crecimiento, se basa en la
produccion de etilieno. Asi se ha visto que algunas PGPR contienen el enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa (Jacobson er al., 1994), capaz
de hidrolizar el ACC, precursor inmediato de la biosintesis de etileno en plantas.
Parece ser que este mecanismo de produccion de hormonas tiene mayores efectos

sobre el crecimiento de la planta que los pequefios incrementos mediados por el

aumento de la disponibilidaden Ny P.

- Solubilizacion de minerales que aportan nutrientes, como el P (Toro ef al.,
1997; 1998). Es un mecanismo que hace a los nutrientes accesibles para su captaciéon

por las raices. Dentro de este grupo se encuentran especies pertenecientes a los

generos Enterobacter, Bacillus, Pseudomonas, etc.

- Sintesis de compuestos de bajo peso molecular o enzimas que modulen el
crecimiento y desarrollo de la planta (Kloepper ef al., 1989; Glick ef al., 1994). Estas
sustancias son secretadas por la bacteria, transfiriéndolas a la planta, y una vez que
cruzan la pared celular y son reconocidas por las membranas de la planta, se
desencadenan una serie de procesos que en definitiva conllevaran a una alteracién del

metabolismo de la planta, pudiendo actuar a nivel metabdlico disminuyendo los
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niveles de respiracion en plantas inoculadas, o aumentando actividades enzimaticas
relacionadas con el ciclo de los acidos tricarboxilicos, (Michiels ef al., 1989), la
glicolisis, la sintesis de aminoacidos aromaticos, etc. Por otro lado, pueden producir
una mejora del nivel hidrico de la planta, probablemente debido a que mejoran la
extraccion de humedad del suelo, muy importante en condiciones de sequia, por lo
que las plantas inoculadas presentan mayor potencial hidrico en hoja y mayor

conductancia estomatal y transpiracion (Sarig ef al., 1988; Michiels er al., 1989).

b. Las PGPR y su aplicacion en Agricultura

Basado en la variedad de mecanismos de accion detectados, las PGPR son
potenciales agentes de control biolégico para muchos patogenos del suelo causantes
de enfermedades en plantas (Kloepper, 1992), o bien, agentes biofertilizantes vy
fitoestimuladores. Sin embargo, atin existen muchos impedimentos para una amplia
comerzalizacion y uso de PGPR. Asi, aunque en pruebas en laboratorio e invernadero
se han detectado resultados reproducibles y efectivos del uso de PGPR, los efectos en
campo pueden variar mucho en funcién de una amplia gama de factores, tanto
bi6ticos como abioticos. En efecto, son numerosos los factores que pueden contribuir
al €xito o no de la inoculacién de una PGPR dadas las complejas interacciones entre
el hospedador, la bacteria, el ambiente y la posible presencia de un patégeno. Uno de
los principales factores determinante del éxito parece venir condicionado por la
capacidad colonizadora de la bacteria. Si la bacteria permanece libre en el suelo sin
unirse a la superficie radical, las sustancias que excreta difunden en la rizosfera,
siendo utilizadas por microorganismos nutricionalmente muy versatiles, antes de
alcanzar la planta. Por el contrario, si las células bacterianas se encuentran unidas a la
raiz, las sustancias secretadas difundiran entre los espacios intercelulares de la corteza
radical, beneficiando a la planta, ademas, la adhesion evitaria el lavado de la bacteria

de la rizosfera, y al ocupar potenciales sitios de colonizacion hace a la planta menos
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vulnerable al ataque de patégenos (Bashan & Holguin, 1997). Por otro lado, la
correlacion entre colonizacion-efecto beneficioso de la PGPR se ha demostrado, solo
€n unos pocos casos, que sea significativa (Schippers er al, 1987; Weller, 1988:
Parke, 1990; Bull er al., 1991). En efecto, el nivel de poblaciéon requerido para
observar los efectos beneficiosos de la<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>