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cias a la presencia de la planta se desarrollan multitud

de microorganismos en mayor proporcion que en el suelo
no rizosférico. Muchas de las bacterias que viven asociadas
a la rizosfera de las plantas (rizobacterias) son capaces
de mejorar el estado fisiolégico de las mismas (PGPRs de
Plant Growth Promoting Rhizobacteria) y por tanto tienen
diversos usos biotecnologicos en sistemas integrados plan-
ta/microorganismo. Las pseudomonas fluorescentes son un
grupo de rizobacterias que engloban especies utilizadas en
biocontrol de patdgenos de plantas y también en rizorre-
mediacion de suelos contaminados. En nuestro laboratorio
trabajamos con la rizobacteria Pseudomonas fluorescens
F113 que fue aislada de la rizosfera de remolacha y se uti-
liza como agente de control bioldgico gracias a que entre
otros metabolitos secundarios produce diacetilfluoroglucinol
(DAPG) un potente antifngico de amplio espectro. Ademas,

| a rizosfera es un nicho ecolégico complejo en el que gra-

la hemos modificado genéticamente mediante la introduc-
cion de los genes bph que codifican las enzimas de degra-
dacion de PCBs (Villacieros et al., 2005; Aguirre de Carcer et
al., 2007 a, b). En cualquier caso, la eficacia de las aplica-
ciones biotecnoldgicas de las pseudomonas depende de su
capacidad para colonizar competentemente la rizosfera. En
nuestro laboratorio hemos demostrado que el incremento de
las cualidades competitivas de P. fluorescens F113 durante el
proceso de colonizacién de la raiz, mejora sustancialmente
el biocontrol ejercido por F113 en dos patosistemas dife-
rentes (Barahona et al., 2011).

P. fluorescens F113 es una bacteria que coloniza muchas
plantas de interés agricola y esta siendo utilizada como
bacteria modelo en estudios de colonizacion (Villacieros et
al., 2003; Capdevila et al., 2004; Barahona et al., 2010).
Hemos observado la importancia de tres caracteres para que
F113 mantenga su competitividad y persista durante un



cierto tiempo en un nicho ecoldgico cambiante como es el
rizosférico. Estos son: la variacion de fase, el movimiento
y la formacion de biopeliculas. Cuando P. fluorescens F113
coloniza la raiz de la planta sufre un fendmeno de diversi-
ficacion de la poblacion en distintos morfotipos denomi-
nado variacion de fase (Sanchez-Contreras et al., 2002). La
aparicion de las variantes de fase esta ocasionada por la
accién de dos recombinasas especificas de sitio (Martinez-
Granero et al., 2005) y hemos observado que presentan
caracteristicas de hipermovilidad (Martinez-Granero et al.,
2006). Esta es la razon por la que comenzamos a estudiar
la regulacion del movimiento en F113. En un principio cen-
tramos nuestro trabajo en la requlacion de la sintesis del
aparato flagelar tipico de Pseudomonas (Capdevila et al.,
2004; Redondo-Nieto et al., 2008; Navazo et al., 2009) pero
la secuenciacion del genoma de F113 reveld que esta cepa
tenia ademas de los genes que codifican el aparato flagelar
de Pseudomonas, un conjunto de genes que codificaban un
segundo aparato flagelar cuya secuencia es mas similar a
la de los genes del flagelo de Azotobacter (Redondo-Nieto
et al., 2012 y 2013). Este segundo flagelo no se expresa
en condiciones de laboratorio; sin embargo, se selecciona
durante el proceso de colonizacién de la rizosfera ya que
hemos observado su expresion en las variantes de fase. La
regulacion de la sintesis de este segundo aparato flage-
lar también ha sido estudiada y pensamos que tiene gran
importancia en el aumento de competitividad por parte de
F113 durante el proceso de colonizacion de la raiz. Ademas
de estos mecanismos de regulacién, la movilidad depende
de la quimiotaxis. Hemos encontrado que en F113 y otras
cepas relacionadas existen tres sistemas de quimiotaxis
(Redondo-Nieto et al., 2013), frente a los dos habituales
en otras pseudomonas, como P. aeruginosa. El analisis de
mutantes afectados en cada uno de estos tres sistemas nos
ha permitido demostrar que los tres son funcionales e inde-
pendientes y que son necesarios para la colonizacién com-
petitiva de la rizosfera (Muriel et al., 2015). Por otro lado,
también hemos analizado los mecanismos de transduccion
de sefial que intervienen en la regulacion de la funcién
flagelar (Martinez-Granero et al.,, 2012; Martinez-Granero
et al., 2014a). En este sentido hemos encontrado que la
molécula sefial diGMPc juega un papel muy importante.
Los niveles de diGMPc definen estilos de vida bacterianos.
Cuando sus niveles son altos, la bacteria tiene una tenden-
cia al estilo de vida sésil hacia la formacion de biopeliculas.
Por el contrario, cuando los niveles de diGMPc son bajos se
favorece el estilo de vida mévil. Las diguanilato ciclasas
y fosfodiesterasas son las enzimas encargadas de mante-
ner los niveles de diGMPc intracelulares en respuesta a las
condiciones ambientales. El genoma de F113 cuenta con
mas de 30 proteinas que contienen los dominios caracte-
risticos de estas enzimas. Hemos observado la implicacion
de algunas de ellas en los mecanismos de transduccién de
sefial que regulan el movimiento en F113 (Navazo et al.,
2009; Martinez-Granero et al.,, 2012 y 2014a). También
hemos analizado la existencia de una proteina, que cuenta
con un dominio sensor de diGMPc (Martinez-Granero et
al., 2014a). Esta proteina interviene en la requlacion de la
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transicion entre estilo de vida sésil y movil e interacciona
con el motor flagelar en respuesta a los niveles de diGMPc
(Martinez-Granero et al., 2014a).

El andlisis de la regulacion del movimiento y la funcién
flagelar ha permitido observar la existencia en F113 de una
red muy compleja de sefializacion en respuesta al ambiente
rizosférico. Esta red presenta un nodo central que conecta
todas las respuestas y que esta formado por el factor sigma
AlgU y la proteina AmrZ (Martinez-Granero et al., 2012). Por
ello, llevamos a cabo una inmuno-precipitacion de cromati-
na (ChIP-seq) utilizando la proteina AmrZ como cebo y la
posterior secuenciacion masiva ha revelado la existencia de
al menos 154 genes que interaccionan con AmrZ (Martinez-
Granero et al., 2014b). Muchos de los genes regulados por
AmrZ han sido descritos como proteinas implicadas en la
adaptacion al ambiente y entre ellos se encuentran muchas
de las que intervienen en la homeostasis del hierro y en
la sintesis y degradacion del diGMPc. Resultados similares
han sido obtenidos para la proteina AmrZ de Pseudomonas
aeruginosa (Jones et al., 2014). Los resultados de ambos
grupos muestran que AmrZ es uno de los reguladores glo-
bales mas importantes que intervienen en las respuestas
de las pseudomonas a los cambios ambientales.

El conocimiento adquirido sobre como la rizobacteria
P. fluorescens F113 se adapta al ambiente rizosférico nos
ha permitido disefiar modificaciones que han aumentado
su capacidad de colonizacion competitiva y sus cualidades
como bacteria promotora del crecimiento de las plantas.
Por otro lado, nos permite dirigir nuestra bdsqueda de nue-
vos inoculantes bacterianos naturales que contengan estos
caracteres de interés con el objeto de asegurar su eficacia
en aplicaciones en sistemas integrados planta microorga-
nismo tanto para rizorremediacién como para una agricul-
tura més sostenible.
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