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Resumen

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Plant-Growth Promoting Rhi-
zobacteria, en lo sucesivo PGPR, por sus siglas en inglés) son un grupo de bacterias
de vida libre asociadas a larizésfera, contribuyendo a incrementar el crecimiento y la
productividad de un gran niumero de plantas. Sin embargo, como resultado de las in-
teracciones entre plantas y microorganismos, generalmente se ha observado gene-
racion de una explosién oxidativa que deriva en la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ERO). Los productos de esta respuesta oxidativa pueden tener efectos
téxicos sobre los microorganismos, incluyendo alas rizobacterias. Evidencias recien-
tesindican que, ademas de las enzimas antioxidativas, cambios en el metabolismo de
las bacterias pueden estar involucrados en la respuesta antioxidativa a la produccion
de ERO por la planta hospedera, sin embargo, esto no se ha explorado en las rizobac-
terias. Actualmente existe escaso conocimiento sobre los mecanismos a través de los
cuales las rizobacterias enfrentan las ERO producidas por las plantas, durante las pri-
meras etapas de lainteraccion. En estarevision se analiza parte de lainformacion dis-
ponible sobre las respuestas al estrés oxidativo observadas en bacterias y la
posibilidad de que una de estas respuestas, la reprogramacion metabdlica estimula-
da por este estrés, se presente en las rizobacterias.

Palabras clave: Bacterias promotoras del crecimiento vegetal, especies reactivas de
oxigeno, rizosfera, interaccién planta-microorganismo.
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Abstract

Antioxidative mechanisms in plant growth promoting rhizobacteria. Plant-Growth Pro-
moting Rhizobacteria (PGPR) are a group of free-living bacteria that colonize the rhi-
zosphere. These contribute to increased growth and yield of crop plants. However, the
interaction between plants and microorganisms leads to an oxidative burst by the
plants. The products of this oxidative response may have toxic effects on pathogens
as well as on beneficial rhizobacteria. In addition to anti-oxidative enzymes, changes
in metabolism may be involved in anti-oxidative defense, although this has not been
explored in rhizobacteria. Metabolic reprogramming plays a determinant role in the
survival of organisms exposed to oxidative stress. At present, how rhizobacteria cope
with reactive oxygen species produced by plants during the first stages of colonization
is poorly understood. In this review, the information available regarding to oxidative
stress responses in bacteria and the possibility of rhizobacteria present a metabolic
reprogramming stimulated by this stress is analyzed.

Keywords: Plant-growth promoting rhizobacteria, reactive oxygen species, rhizosp-
here, plant-microbe interaction.

La rizosferay las PGPR

Larizosferaesla porcion de suelo que rodea a las raices de las plantas en la cual exis-
ten relaciones complejas entre ésta y los microorganismos del suelo. Las propiedades biol6-
gicas, fisicas y quimicas de la rizOsfera son factores importantes que determinan su
diversidad microbiana, tanto genética como funcional (Brimecombe et al., 2001). Asi, la eco-
logia de la rizésfera incluye componentes con el potencial para influenciar significativamen-
te el crecimiento y la productividad de las plantas. Los microorganismos benéficos incluyen
a las rizobacterias simbiéticas, algunos actinomicetos y hongos micorricicos, y bacterias de
vida libre, los cuales incrementan la disponibilidad de nutrientes o de metabolitos necesarios
para el crecimiento de la planta, suprimen potenciales patdgenos o ambas cosas (Perse-
llo-Cartieaux et al., 2003).

Las PGPR son un grupo de bacterias de vida libre que colonizan la rizésfera, poten-
ciando el crecimiento y la productividad de las plantas. Se han identificado diversos géneros
de rizobacterias que promueven el crecimiento vegetal, entre los cuales destacan los géne-
ros de Bacillus spp. y Pseudomonas spp. (Podile y Kishore, 2006). Los mecanismos descri-
tos involucrados en la regulaciéon del crecimiento vegetal incluyen la produccién de
reguladores de crecimiento, tales como las auxinas, el etileno, las giberelinas y las citocini-
nas, por parte de estas bacterias (van Loon, 2007).

Sinembargo, la mayoria de las interacciones entre plantas y microorganismos condu-
cenenlaplanta, alaactivacion de una explosion oxidativa. Los productos de esta respuesta
oxidativa pueden tener efectos toxicos sobre los diversos microorganismos rizosféricos, pa-
tégenos o no patégenos, incluyendo a las rizobacterias.
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La explosion oxidativa es una respuesta ubicua en plantas en contra del ataque por
patdégenos y su activacién parece ser una consecuencia primaria del dafio producido duran-
te el curso de una infeccién. Sin embargo, mientras que una sobre acumulacion incrementa
la susceptibilidad de las plantas por causar la muerte celular, una produccién controlada per-
mite su uso para la activacion de respuestas de defensa que contribuyen ala inmunidad de
las plantas (Vellosillo et al., 2010).

Especies reactivas de oxigeno y las PGPR

La explosion oxidativa es la produccién de ERO, utilizando oxigeno molecular, duran-
te la interaccidn planta-microorganismo, la cual constituye una de las primeras respuestas
locales activadas por las plantas. Las principales ERO son el singulete de oxigeno (*O,), el
radical hidroperoxido (HO), el anion superoxido (O,), el perdxido de hidrogeno (H205), y el
radical hidroxilo (HO). Estas moléculas son altamente reactivas y por lo tanto muy téxicas
paralacélula, participando en procesos importantes de defensa en contra de la colonizacion
por diversos microorganismos (Apel y Hirt 2004).

La produccion de ERO, y especialmente la de H,O,, se ha reportado en interacciones
de plantas con una gran variedad de microorganismos patégenos y no patégenos (Unger et
al., 2005). Estas moléculas se pueden interconvertir, asi por ejemplo, el O, es convertido en
H,0, por la enzima superéxido dismutasa (SOD), y el H,O, puede producir HO a través de la
reaccién de Fenton, la cual es catalizada por iones libres de metales de transicién.

Las ERO tienen propiedades muy diferentes. El H,O, es relativamente estable y su
concentracién en los tejidos vegetales se encuentra en el rango micromolar (Halliwell y Gut-
teridge, 1999; Cheeseman, 2006). Las otras moléculas son muy inestables, tienen vidas
medias muy cortas y se encuentran en concentraciones por debajo del rango micromolar en
las células. También presentan diferentes reactividades quimicas, por ejemplo, el HO reac-
cionarapidamente con todos los componentes de la célula, y el O, reacciona primeramente
con proteinas que tienen centros Fe-S (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Las ERO se pueden producir en las células vegetales, por la actividad de la enzima
NADPH-oxidasa, la cual se encuentra asociada a la membrana plasmatica, por peroxidasas
unidas a la pared celular, y por amino oxidasas localizadas en el apoplasto (Grant y Loake,
2000; Hammond-Kosack y Jones, 2000). A diferencia del O, el H,0, se puede difundir ha-
cia el interior de las células y activar respuestas de defensa, incluyendo la muerte celular
programada (Dangl y Jones, 2001).

Estasy otras respuestas de defensa se activan durante la interaccion de rizobacterias
con plantas, algunas de estas respuestas se han caracterizado en dicotiled6neas. Asi, en
raices de pepino colonizadas por Pseudomonas sp se han observado altas actividades de
las enzimas fenilalanina amonio liasa, peroxidasa y polifenol oxidasa (Chen et al., 2000), y
en plantulas de chicharo se produce H,O, en respuesta al tratamiento con un consorcio mi-
crobiano formado por Pseudomonas aeruginosa PJHU15, Trichoderma harzianum
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TNHU27 y Bacillus subtilis BHHU100 (Jain et al., 2012). También se ha observado la altera-
cion en la expresion génica en las plantas. En raices de trigo, 11 genes relacionados a estrés
y defensa se inducen dentro de las primeras 6 horas de interaccion con Pseudomonas fluo-
rescens Q8r1-96, los cuales estan relacionados con tres rutas generales de defensa: la res-
puesta hipersensible, el estrés oxidativo y la sefalizacion por acido jasmonico (Okubara et
al., 2010).

Actualmente la informacién sobre como las rizobacterias enfrentan la produccién de
ERO producidas por la planta durante los primeros estados de la colonizacién de la raiz es
escasay se requieren mas estudios para tener un mejor entendimiento sobre este proceso.
Si bien el tema ha sido poco estudiado en las rizobacterias, existen estudios en otras bacte-
rias sobre los mecanismos que utilizan para lidiar con un ambiente oxidativo. En este senti-
do, se ha observado que en condiciones normales las bacterias se confrontan con la
produccién de especies reactivas de oxigeno, primero, durante la generacion de energia
para diversos procesos celulares, en donde puede ocurrir la reduccion univalente secuen-
cial del oxigeno para producir O;", H,O,, y/o HO (Fridovich, 1978). Alternativamente, las bac-
terias pueden estar sujetas a condiciones micro-ambientales en donde se pueden generar
radicales de oxigeno de forma exdgena. El ejemplo mas importante es el ataque de bacte-
rias patdgenas por células fagociticas. En cualquier caso, la sobrevivencia de la bacteria de-
pende de la presencia de una serie de defensas, las cuales incluyen enzimas
destoxificantes, moléculas antioxidantes, y sistemas de reparacion de proteinas y del &cido
desoxirribonucleico (ADN) (Hassan y Fridovich 1977). Una enzima clave en contra del O, "
eslaenzima SOD. Casitodas las bacterias que usan el oxigeno como un aceptor de electro-
nes terminal producen una o mas SOD. Escherichia coli, por ejemplo, produce SODs con co-
factores de Mn (codificada por el gen sodA) y/o con cofactores de Fe (codificada por el gen
sodB), o enzimas hibridas que contienen ambos cofactores, localizadas en el citoplasma
(Britton y Fridovich, 1977). Esta enzima también se ha estudiado en cultivos de Azospirilum
brasilense Sp7, una PGPR, adicionados con amonio, observando una sola banda de activi-
dad para SOD mediante una electroforesis en geles de poliacrilamida (Richard y Knowles,
1983); sin embargo, se desconoce si esta enzimaparticipa en la destoxificacion de las ERO
producidas por las plantas durante la colonizacion de la raiz.

Adicionalmente, se ha observado que la reprogramacion metabdlica juega un papel
importante en la sobrevivencia de bacterias expuestas a estrés oxidativo. Por ejemplo, se ha
observado que P. fluorescens, como parte de la estrategia para combatir el estrés oxidativo,
disminuye la formacién de nicotinamida adenina dinucleétido reducido (NADH) para limitar
la produccion de ERO por la cadena respiratoria. La oxidacion de NADH por los complejos
respiratorios es el principal generador intracelular de ERO (Fig. 1). Ademas, se incrementa
la produccion de NADPH, el cual neutraliza las ERO y mantiene el sistema antioxidativo en
un estado activo. Por lo tanto, la manipulaciéon de rutas metabélicas y de diferentes enzimas
involucradas en el metabolismo de nucle6tidos de piridina es muy importante para asegurar
gue los niveles de ERO permanezcan en niveles no toxicos (Finkel y Holbrook, 2000; Singh
etal., 2008), de esta forma un organismo estresado oxidativamente se beneficiara de man-
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tener bajos los niveles de los sistemas NADH/NAD vy altos los niveles de los sistemas
NADPH/NADP (Aon et al., 2010). Asi, P. fluorescens expuesta a altas cantidades de meta-
les que producen ERO manipula estas relaciones para disminuir el estrés oxidativo y limitar
la produccién de estos oxidantes (Chenier et al., 2008; Lemire et al., 2010).
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Figura 1. EI NADH es la base del metabolismo antioxidativo. La cadena respiratoria es la fuente principal de ERO en una
célula aerébica. EI NADH que se genera en el Ciclo de Krebs es oxidado por el Complejo I. Los electrones liberados son
transferidos a través de una serie de complejos hasta el aceptor final que es el oxigeno. Las ERO se generan como subpro-
ductos durante este proceso y estas se inactivan por las defensas antioxidantes. La superéxido dismutasa (SOD) convierte el
anion superoxido en peroxido de hidrégeno el cual es neutralizado por enzimas y metabolitos antioxidantes. Después de la
inactivacion oxidativa, los buscadores de ERO son reactivados por el poder reductor almacenado en el NADPH. EL
NADPH posteriormente se regenera por enzimas que producen NADPH. Tomado de Mailloux et al. (2011).

El futuro de la investigacion de las PGPR vy el estrés oxidativo

La probabilidad de que las bacterias benéficas encuentren en la rizésfera compues-
tos toxicos, tales como ERO, u otros compuestos antimicrobianos como las fitoalexinas es
alta, lo cual propiciara una seleccién de microorganismos que posean mecanismos de des-

Ciencia Nicolaita No. 60



Respuestas de las rizobacterias a las especies reactivas de oxigeno

toxificacién, o que eviten la toxicidad de ese ambiente. Ante estas circunstancias, algunos
microorganismos asociados a la raiz han desarrollado mecanismos de resistencia induci-
bles basados en cambios en la permeabilidad de la membrana externa o la exclusion activa
de compuestos (Palumbo et al., 1998; Gonzalez-Pasayo y Martinez-Romero, 2000; Burse
etal., 2004). Rhizobium etli, por ejemplo, posee una bomba de eflujo para compuestos toxi-
cos que es inducible por flavonoides, y que confiere unaresistencia incrementada a las fitoa-
lexinas pterocarpanos, como la faseolina (Gonzalez-Pasayo y Martinez-Romero, 2000).
Desde esta perspectiva deberia de ser ventajoso competitivamente para las PGPR poseer
mecanismos que actlen en contra de compuestos potencialmente toéxicos secretados por
las plantas.

Actualmente no es claro el papel de las ERO producidas por las plantas durante la co-
lonizacién de laraiz por las PGPR y tampoco se conoce si la interaccidén provoca unarepro-
gramacion metabdlica en estas bacterias, tal como la descrita para otros tipos de bacterias
cuando enfrentan un estrés oxidativo. Si bien se considera que los cambios en el metabolis-
mo descritos anteriormente reducen el dafio oxidativo por la produccion interna de ERO, es-
tos experimentos se realizaron adicionando exdgenamente H,O; a los cultivos bacterianos,
lo que permite inferir que estos cambios también se pueden estimular por la exposicion ex-
terna a una fuente de ERO, como es el caso durante la interaccion de las plantas con los mi-
croorganismos. Las ERO son compuestos téxicos para todos los organismos aerébicos, lo
cual enfatiza la necesidad de profundizar en el estudio de los mecanismos antioxidativos en
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal.
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