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En este articulo se resumen los estudios realizados por nuestro grupo de
investigacion durante mas de 10 afios sobre la cepa bacteriana Pseudomonas
chlororaphis PCL1606, que muestra actividad de control biolégico, y que puede
convertirse en una estrategia sostenible con el medio ambiente y complementaria
al control fisico y quimico, para luchar contra Rosellinia necatrix, el hongo
fitopatégeno causante de la podredumbre blanca radicular del aguacate.
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Rosellinia necatrix en un hongo fitopatégeno de suelo, distribuido a nivel mundial en
regiones con clima mediterraneo, y que afecta gravemente a diferentes cultivos lefiosos
como son, entre otros, el almendro, el manzano, el olivo, los citricos y el aguacate. En
Espafia, el cultivo del aguacate se ha desarrollado y extendido ampliamente en la costa
andaluza, destacando las provincias de Malaga y Granada, fundamentalmente debido a
las condiciones climaticas singulares de esta region, que permiten un desarrollo idéneo
de este cultivo. Actualmente, esta regién andaluza cuenta con mas de 15.000 hectareas
de este cultivo tan preciado, facturando en la campafa 2019/2020 mas de 180 millones
de euros (ASAJA Malaga, 2021).

En los ultimos afios, este cultivo se estd viendo amenazado por la presencia de
diferentes organismos patégenos, destacando el hongo R. necatrix, agente causal de la
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podredumbre blanca radicular, enfermedad emergente en esta region debido
principalmente a que las condiciones ambientales para el cultivo del aguacate, también
son favorables para el desarrollo de este hongo fitopatégeno, y a que previamente en
esta region se han cultivado otras plantas lefiosas susceptibles a este hongo
fitopatégeno, como son la vid, el almendro y el olivo (Pliego y col., 2012). La
sintomatologia tipica producida por la podredumbre blanca radicular del aguacate
comienza con sintomas aéreos de amarilleamiento de la copa del arbol, que
posteriormente continua con la marchitez y el secado de las hojas. El conjunto de estos
sintomas hace se produzca una pérdida de vigor del arbol, y que en casos extremos
conduce a la muerte de la planta. En la figura 1 se muestra el aspecto de un arbol sano
y uno que muestra sintomas de podredumbre blanca radicular, tanto en el campo (Fig.
1 Ay B) como en un ensayo in vitro (Fig. 1 Cy D).

El control de la podredumbre blanca radicular es muy complejo debido a que este hongo
fitopatégeno puede sobrevivir en los suelos, presenta un amplio rango de huésped,
ademas de ser tolerante a muchos fungicidas comunes (ten Hoopen y Krauss, 2006).
Actualmente existen diferentes estrategias de control, destacando los métodos de
control quimico y el uso de hongos y bacterias como agentes de control biologico. El
control mediante métodos fisicos como la solarizacion ha demostrado ser eficiente bajo
ciertas condiciones (Lopez-Herrera y col., 1998). En cuanto al control quimico, el
fungicida de contacto fluazinam ha presentado eficacia en experimentos contra la
podredumbre blanca radicular en plantas jovenes (Lopez-Herrera y Zea Bonilla, 2007).
Recientemente se ha evaluado la capacidad de este fungicida de contacto para controlar
la enfermedad mediante la aplicacién de inyecciones de suelo (Arjona-Lopez y col.,
2020). Esta nueva técnica de aplicacion hace que se disminuya significativamente el
in6culo del hongo patégeno una vez que el fungicida ha sido aplicado.

Figura 1. Sintomas tipicos de podredumbre blanca radicular del aguacate causada por el hongo Rosellinia
necatrix. A) drbol sano de aguacate, B) drbol de aguacate con sintomas de podredumbre blanca radicular;
C) Planta sana de aguacate; D) Planta de aguacate infectada experimentalmente con Rosellinia necatrix con
sintomas tipicos de la podredumbre blanca radicular.



Por otro lado, el uso de agentes de control biologico contra patégenos de plantas ha
aumentado significativamente en los ultimos afios, debido principalmente a que son
tratamientos sostenibles, compatibles con la agricultura ecolégica y que evitan
problemas tradicionalmente asociados al control quimico, como son la contaminacion
de suelos y problemas de bioacumulacion en fruto. Para el control biologico de
enfermedades del aguacate, se han estudiado varias cepas de hongos pertenecientes al
género Trichoderma, que han mostrado ser eficaces para el control de la podredumbre
blanca radicular cuando se han aplicado tanto de manera independiente como
combinadas sobre plantas jévenes de aguacate previamente infectadas
experimentalmente con R. necatrix (Ruano-Rosay Lépez-Herrera, 2009) En cuanto al uso
de bacterias como agentes de control biolégico frente a R. necatrix, estudios previos han
descrito cepas bacterianas pertenecientes a diferentes géneros y especies (Pantoea
aglglomerans, Agrobacterium sp. y Bacillus sp.) que podrian ser potenciales agentes de
control biolégico gracias a su actividad antagonista.

Sin embargo, no ha sido hasta estudios recientes realizados por nuestro grupo de
investigacion, que han permitido centrarse en cepas bacterianas pertenecientes al
género Pseudomonas, un grupo de bacterias ampliamente distribuido en distintos
ecosistemas (incluyendo los agricolas), que presentan una amplia diversidad metabdlica
que les permite producir compuestos derivados de su metabolismo muy interesantes
desde el punto de vista biotecnoldgico y agroalimentario, y que ademas promueven
actividades beneficiosas para las plantas (Pliego y col. 2007). Una de estas cepas
bacterianas, es la cepa de Pseudomonas chlororaphis PCL1606, que ha sido objeto de
estudio como cepa modelo de control biol6gico por nuestro grupo de investigacion
desde hace mas de 10 afios. A continuacién, se detallan cudles son las caracteristicas
que hacen de esta bacteria un fantastico aliado para el control de la podredumbre
blanca radicular del aguacate.

Pseudomonas chlororaphis PCL1606 como agente de control biolégico frente
a Rosellinia necatrix: aislamiento, seleccidon y caracterizacion

El aislamiento y seleccion de la cepa bacteriana P. chlororaphis PCL1606, se llevd a cabo
mediante la busqueda de microorganismos con capacidad de control biolégico en un
area de arboles de aguacate que se encontraba gravemente afectada por R. necatrix.
Dentro de esa zona, se seleccionaron arboles asintomaticos y desde las raices y rizosfera
de estos arboles se procedié a la obtencién de una coleccion de 905 aislados
bacterianos. Para determinar cuales de estos aislados podrian ser agentes potenciales
de control biolégico, se rastrearon las cepas que poseian unos de los principales modos
de accion de las bacterias con actividad de control biol6gico como es el antagonismo.
Muchos de los aislados obtenidos mostraron actividad antagonista frente a R. necatrix,
y pertenecian en su mayoria a diferentes especies del género Pseudomonas (Cazorla y
col., 2006). Ademas, estas cepas bacterianas también mostraron ser antagonistas frente
a otros hongos fitopatégenos de suelo, mediante la produccion de diferentes
compuestos antifungicos, muchos de ellos previamente descritos en otros trabajos de
investigacion en diferentes especies del género Pseudomonas. Cabe destacar que la
cepa bacteriana P. chlororaphis PCL1606 mostraba la peculiaridad de producir el
antifungico 2-hexil, 5-propil resorcinol (HPR), y que era la que mas reducia el indice de
enfermedad provocado por R. necatrix.



Gracias a este trabajo inicial llevado a cabo por Cazorla y col. (2006), se permitio la
seleccion por nuestro grupo de investigacion de P. chlororaphis PCL1606 como cepa
modelo de estudio de la actividad de control biolégico. A partir de ese momento, los
esfuerzos llevados a cabo por nuestro grupo han desvelado los diferentes mecanismos
que utiliza P. chlororaphis PCL1606 para luchar contra R. necatrix, y que hacen de esta
cepa bacteriana un gran aliado en la lucha contra la podredumbre blanca radicular del
aguacate (Arrebola y col., 2019), asi como de otras enfermedades provocadas por
hongos de suelo. Los diferentes mecanismos de accién que presentaP.
chlororaphis PCL1606 se detallan a continuacion.

Pseudomonas chlororaphis PCL1606 como agente de control biolégico frente
a Rosellinia necatrix: analisis de los mecanismos de accion

Los trabajos de investigacion realizados por nuestro grupo hasta el momento, han
identificado diferentes mecanismos de accién que presenta la cepa modelo P.
chlororaphis PCL1606 frente a la podredumbre blanca radicular del aguacate, y que
hacen de esta bacteria un excelente candidato como agente de control biologico (Figura
2). Como se ha comentado anteriormente esta cepa bacteriana presenta una fuerte
actividad antagonista frente a R. necatrix (Fig. 2A) y frente a otros hongos fitopatdégenos
de especial relevancia. Ademas, se demostré que P. chlororaphis PCL1606 presenta una
buena actividad de control biolégico frente a la podredumbre blanca radicular (Fig. 2B)
reduciendo significativamente el indice de enfermedad en ensayos con plantas de
aguacate artificialmente infectadas con R. necatrix. Mediante estudios de ingenieria
genética, se pudo relacionar la capacidad antagonista y de biocontrol de esta bacteria
con la produccién del antifungico HPR (Cazorla y col., 2006). En un estudio posterior, y
apoyado en trabajos previos que describieron los genes involucrados en la produccion
del antifungico HPR (Nowak-ThompsomYy col., 2003), se identificaron las bases genéticas
y moleculares de la produccion del antifungico HPR en P. chlororaphis PCL1606
(Calderén y col., 2013), identificando los genes dar como los responsables de la
biosintesis del compuesto antifungico HPR. Este grupo de genes esta formado por los
genes biosintéticos darA, darBy darC, y los genes reguladores darR y darS (Fig. 2C). La
construccion de mutantes especificos en los genes darA y darB no producian el
antifungico HPR, y también veian comprometida su actividad de control biologico
(Calderony col., 2013), mostrando al HPR como el compuesto clave en estas actividades
beneficiosas. Pero como se va a describir a continuacién, el HPR no solo podria
funcionar como antifungico, sino que podria estar jugando un papel clave como
molécula sefal regulando otros procesos relevantes en la biologia deP.
chlororaphis PCL1606.
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Figura 2. Modos de accién de la cepa bacteriana P. chlororaphis PCL1606. A) actividad antagonista frente a
Rosellinia necatrix; B) Actividad de control biolégico frente a la podredumbre blanca radicular del aguacate.
P. chlororaphis PCL1606 marcada en rojo es la cepa bacteriana que presenta mayor reduccién del indice de
enfermedad; C) el antifungico HPR se sintetiza gracias los genes dar, darA, darB y darC que son los genes
biosintéticos, y darR y darS, que son los genes reguladores; D) P. chlororaphis PCL1606 interacciona con las
hifas del hongo Rosellinia necatrix produciendo dafios como son entre otros, engrosamientos o
vacuolizaciones en las hifas fungicas, E) P. chlororaphis PCL1606 es mdvil y presenta atraccién hacia los
exudados de aguacate como a exudados de Rosellinia necatrix; F) HPR juega un papel relevante en la
formacién de la biopelicula de P. chlororaphis PCL1606,; G) La adicién exdgena de P. chlororaphis PCL1606
en suelo tiene un impacto en las comunidades microbianas eucariotas, reduciendo a Rosellinia necatrix
cuando estd presente; H) La composicion de la biopelicula de P. chlororaphis PCL1606 contiene dos
exopolisacdridos y una proteina amiloide tipo fap que participan en la capacidad de control biolégico de P.
chlororaphis PCL1606.

El antifungico HPR ademas de ser relevante para la actividad antagonista y el control
bioloégico, ha demostrado ser muy importante la para colonizacion de la rizosfera de
aguacate por parte de P. chlororaphis PCL1606 (Calderén y col., 2014), asi como para la
colonizacion de las hifas del hongo, donde produce dafios como el engrosamiento y
vacuolizaciones de las hifas (Fig. 2D). Esta cepa bacteriana es movil (Vida y col., 2017),
caracteristica relevante para un agente de control biolégico, y ademas presenta



atraccion hacia exudados del hongo R. necatrix y de raices de aguacate (Fig. 2E) (Polonio
y col., 2017). Esta atraccion hacia ambos exudados revela que P. chlororaphis PCL1606
es capaz de detectar la cercania de la raiz o del micelio del hongo, y puede moverse de
manera activa hacia ambos nichos cuando lo necesite. Si se mueve hacia la raiz, lleva a
cabo un proceso de colonizacion de la superficie radicular, protegiéndola del ataque de
otros organismos, pero si se mueve hacia el micelio del hongo, promueve un ataque
directo sobre el mismo.

Por otro lado, la capacidad de formar biopeliculas estables promueve un proceso de
colonizacion efectiva, y es una de las caracteristicas mas importantes para un agente de
control biolégico (Pandin y col., 2017). En este sentido, el HPR ha mostrado ser crucial
para la formacion de la biopelicula de P. chlororaphis PCL1606 (Fig. 2F), actuando, asi
como molécula sefial de otras actividades beneficiosas para la planta,
independientemente del antagonismo que provoca (Calderon y col., 2019).P.
chlororaphis PCL1606 es una rizobacteria aislada de rizosfera (porcién de suelo
intimamente unido a la raiz) de aguacate. Es un estudio reciente, se ha formulado la
cepa P. chlororaphis PCL1606 y se ha aplicado como tratamiento experimental
directamente al suelo, y se ha observado el efecto sobre las comunidades microbianas
del aguacate.

En este trabajo se ha puesto de manifiesto que wuna aplicacion deP.
chlororaphis PCL1606 no tiene un impacto sobre las comunidades microbianas
autoctonas (Fig. 2G), ni bacterias ni hongos, cuando R. necatrix no esta presente. Sin
embargo, cuando R. necatrix esta presente, esta aplicacién de la bacteriaP.
chlororaphis PCL1606 tiene un impacto en comunidades microbianas especificas,
principalmente de hongos de la familia Xylariaceae, que es la familia a la que
pertenece R. necatrix, mostrando una actividad selectiva de control frente a este
patégeno (Tienda et al., 2020).

Finalmente, en un ultimo estudio llevado a cabo por nuestro grupo sobre esta cepa
bacteriana, se han analizado que componentes estructurales forman parte de la
biopelicula de PCL1606 y que participarian de aspectos como la colonizaciény el control
biologico, y se ha identificado cuales son los componentes relevantes para mantener la
arquitectura de la biopelicula (Heredia-Ponce y col., 2021). Un exopolisacarido tipo Psl,
y una proteina amiloide tipo fap, presentan papeles relevantes tanto en adhesion
temprana como en la formacion biopeliculas. Ademas, mediante la generacion de
mutantes en ambos componentes, se ha observado como ambos juegan un papel
relevante en la actividad de control biolégico de P. chlororaphis PCL1606 (Fig. 2H).

En la actualidad, esta trabajando en analizar otros modos de accion complementarios
que P. chlororaphis PCL1606 podria presentar para luchar contra R. necatrix, y que, junto
a los anteriormente descritos, no hace mas que validar el interés deP.
chlororaphis PCL1606 como agente de control biolégico de la podredumbre blanca
radicular del aguacate.
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