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Resumen 

Un ecosistema que, en particular, ha requerido de un acercamiento más comprensivo y 

holístico de los organismos que lo componen y las relaciones entre ellos, es el suelo 

terrestre. El suelo se define como la capa o capas de material mineral y/o orgánico, 

conteniendo líquidos, gases y biota, que son afectadas por procesos físicos, químicos y/o 

biológicos en la superficie planetaria (o cerca de ella), y que proporciona soporte para la vida 

vegetal (Van Es 2017). El suelo es reconocido como el hábitat más complejo de la Tierra, 

ya que se estima que contiene un tercio de todos los organismos vivos y modula la actividad 

de los organismos responsables del funcionamiento y la evolución de los ecosistemas 

terrestres (Paul et al. 2015). Asimismo, su impacto en el desarrollo de mayoría de las 

civilizaciones humanas a lo largo de la historia, como consecuencia de la agricultura, ha sido 

un factor clave en el desarrollo y sostenibilidad de las poblaciones humanas (Mazoyer et al. 

2006, Fuller et al. 2019).   

Sin embargo, en los inicios del estudio del suelo, su composición y capacidad de sustentar 

el crecimiento vegetal era entendido sólo desde los componentes abióticos que lo componen 

y sus características geológicas, dejando de lado el rol de sus habitantes y las relaciones 

entre ellos. El enfoque comienza a variar a principios de los 90’s dónde, en paralelo el 

desarrollo de la hipótesis Gaia, los primeros estudios del efecto de los organismos asociados 

al suelo en su totalidad y la interacción entre ellos comienza a tomar relevancia. Inspirado 

por el enfoque de Lovelock, Nico van Breemen discute en el artículo "Soils as Biotic 

Constructs Favouring Net Primary Productivity" (Van Breemen 1993) cómo la conjunción de 

interacciones bióticas juega un papel crucial en la fertilidad de los suelos, mejorando el 

soporte y la sostenibilidad de la vida vegetal. Van Breemen describe cómo las actividades 
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biológicas dentro del suelo, incluyendo la interacción entre plantas, microorganismos y otros 

organismos del suelo, pueden influir en la productividad primaria neta y analiza su efecto 

sobre la propia viabilidad de la comunidad biótica, en concordancia con la hipótesis Gaia. 

Este trabajo contribuyó al inicio de la comprensión más profunda de los suelos no solo como 

medios pasivos de crecimiento de plantas, sino como ecosistemas dinámicos con 

interacciones biológicas complejas que afectan su salud y productividad. De esta forma, 

independientemente del impacto que las interacciones biológicas en el suelo puedan tener 

sobre la sostenibilidad de sus propias comunidades, analizar estas interacciones en su 

conjunto y su efecto sobre la composición, estructura y comunidad del suelo ha resultado 

vital para el estudio de este ecosistema complejo y vital para la actividad humana (Brussaard 

1997, Freckman et al. 1997, Rillig et al. 2006, Maestre et al. 2010).   
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 Introducción general 

El suelo: Un ejemplo de la interconectividad e interdependencia de la vida 

“El rango completo de la materia viva en la Tierra, desde las ballenas hasta los virus y desde los robles

hasta las algas, podría considerarse como constituyendo una única entidad viva capaz de mantener la 

atmósfera de la Tierra para adaptarse a sus necesidades generales y dotada de facultades y poderes 

mucho más allá de los de sus partes constituyentes.” (Lovelock 1979) 

En 1972, James Lovelock propuso la hipótesis de "Gaia", basada en estudios sobre la composición de la 
atmósfera y su relación con la materia viva. Junto con la microbióloga Lynn Margulis, Loverlock acuñó este 
concepto para referirse a la noción de la biósfera como un sistema de control activo y adaptativo capaz 
de mantener la Tierra en homeostasis con la vida misma. Gaia describe a la biósfera y a todas las partes 
de la Tierra con las que interactúa como una entidad hipotética con propiedades emergentes que no 
pueden predecirse a partir de la suma de sus partes. Esencialmente, el concepto sugiere que la evolución 
de la vida en nuestro planeta modifica factores abióticos para crear condiciones progresivamente más 
favorables para sí misma (Lovelock et al. 1974). Esta hipótesis ha enfrentado numerosas críticas a lo largo 
de los años, citando ejemplos con evidencia geológica y paleontológica en los que la vida misma ha tenido 
un efecto "biocida". Por ejemplo, la aparición de oxígeno en la atmósfera (la "Gran Oxidación") durante 
la era Paleoproterozoica, causada por los primeros organismos fotosintéticos oxigénicos (Holland 2006), 
y las consecuentes eras glaciales asociadas al mismo fenómeno (Hoffman et al. 1998). Esto ha llevado 
incluso a causar la proposición de hipótesis opuestas a Gaia (como la hipótesis “Medea”), dónde el 
desarrollo de la vida conduce a su propia desaparición (Ward 2009). Sin embargo, a pesar de señalar las 
deficiencias de la hipótesis de Lovelock y Margulis, el consenso continúa reconociendo el valor de Gaia 
como perspectiva holística sobre la biósfera, generadora de nuevas y mejores concepciones acerca de la 
naturaleza y las interconexiones que la componen. La hipótesis de Gaia abrió las puertas a una 
comprensión más integrada de la biósfera, concibiéndola como un sistema adaptativo con un intrincado 
conjunto de interrelaciones entre la biota y el entorno abiótico (Kirchner 2002, Lenton et al. 2002, Tyrrell 
2013).  

Un ecosistema que, en particular, ha requerido de un acercamiento más comprensivo y holístico de los 
organismos que lo componen y las relaciones entre ellos, es el suelo terrestre. El suelo se define cómo la 
capa o capas de material mineral y/o orgánico, conteniendo líquidos, gases y biota, que son afectadas por 
procesos físicos, químicos y/o biológicos en la superficie planetaria (o cerca de ella), y que proporciona 
soporte para la vida vegetal (Van Es 2017). El suelo es reconocido como el hábitat más complejo de la 
Tierra, ya que se estima que contiene un tercio de todos los organismos vivos y modula la actividad de los 
organismos responsables del funcionamiento y la evolución de los ecosistemas terrestres (Paul et al. 
2015). Asimismo, su impacto en el desarrollo de mayoría de las civilizaciones humanas a lo largo de la 
historia, como consecuencia de la agricultura, ha sido un factor clave en el desarrollo y sostenibilidad de 
las poblaciones humanas (Mazoyer et al. 2006, Fuller et al. 2019).  

Sin embargo, en los inicios del estudio del suelo, su composición y capacidad de sustentar el crecimiento 
vegetal era entendido sólo desde los componentes abióticos que lo componen y sus características 
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geológicas, dejando de lado el rol de sus habitantes y las relaciones entre ellos. El enfoque comienza a 
variar a principios de los 90’s dónde, en paralelo el desarrollo de la hipótesis Gaia, los primeros estudios 
del efecto de los organismos asociados al suelo en su totalidad y la interacción entre ellos comienza a 
tomar relevancia. Inspirado por el enfoque de Lovelock, Nico van Breemen discute en el artículo "Soils as

Biotic Constructs Favouring Net Primary Productivity" (Van Breemen 1993) cómo la conjunción de 
interacciones bióticas juega un papel crucial en la fertilidad de los suelos, mejorando el soporte y la 
sostenibilidad de la vida vegetal. Van Breemen describe cómo las actividades biológicas dentro del suelo, 
incluyendo la interacción entre plantas, microorganismos y otros organismos del suelo, pueden influir en 
la productividad primaria neta y analiza su efecto sobre la propia viabilidad de la comunidad biótica, en 
concordancia con la hipótesis Gaia. Este trabajo contribuyó al inicio de la comprensión más profunda de 
los suelos no solo como medios pasivos de crecimiento de plantas, sino como ecosistemas dinámicos con 
interacciones biológicas complejas que afectan su salud y productividad. De esta forma, 
independientemente del impacto que las interacciones biológicas en el suelo puedan tener sobre la 
sostenibilidad de sus propias comunidades, analizar estas interacciones en su conjunto y su efecto sobre 
la composición, estructura y comunidad del suelo ha resultado vital para el estudio de este ecosistema 
complejo y vital para la actividad humana (Brussaard 1997, Freckman et al. 1997, Rillig et al. 2006, Maestre
et al. 2010).  

Orígenes biológicos del suelo y el suelo como hábitat. 

El conjunto de hábitats determinado por el suelo en el que vive la comunidad de organismos asociados a 
él está constituido por una interacción compleja de geología, clima, actividad microbiana y vegetación. 
Debido a que los suelos proporcionan una amplia gama de condiciones y nichos biológicos, estos son 
capaces de sostener una enorme biomasa y biodiversidad (Voroney 2007). La formación del suelo tiene 
tanto orígenes abióticos, como la erosión de rocas por exposición al sol, agua y variaciones de temperatura 
cómo orígenes ligados al desarrollo de los organismos habitando en él, siendo las plantas el principal 
arquitecto determinante de las condiciones que definen sus hábitats (Lambers et al. 2009). En 
concordancia con el estudio de sus comunidades, existe evidencia de que la formación primigenia del 
suelo tiene sus orígenes en la acción de diversos tipos de organismos interaccionando entre sí, 
responsables de la colonización de los ambientes terrestres. Incluso los primeros fósiles de raíces 
descubiertos hasta la fecha poseen evidencia de interacción entre las raíces y la microbiota del suelo 
(Brundrett 2002). Sin embargo, la relación entre los ecosistemas biológicos y la formación del suelo se 
remonta a tiempos aún más lejanos. Sintéticamente, se pueden trazar los orígenes biológicos del suelo a 
los eones pre-cámbricos cuando, en los albores de la vida, grandes “alfombras” microbianas compuestas 
por bacterias y algas dominaban los ecosistemas acuáticos tempranos. Estas esteras eran altamente 
productivas, contribuyendo significativamente al total de la biomasa terrestre, así como a la oxigenación 
de la atmósfera. La acumulación y sedimentación en tierra firme de la materia orgánica de estas esteras 
llevó a la formación de depósitos estratificados que, aunque no podía ser considerados suelos verdaderos, 
proporcionaron la base necesaria para la formación futura del suelo. Posteriormente, a medida que la 
vida en la Tierra se complejizaba, la llegada de gusanos y artrópodos durante el período Cámbrico tuvo 
como consecuencia el mezclado de los depósitos biológicos con los minerales, así como una mejor 
oxigenación del pre-suelo, promoviendo el desarrollo de las comunidades microbianas asociadas a él. 
Finalmente, la formación de lo que entendemos como suelo moderno, viene de la mano de la evolución 



Tesis doctoral Federico Muzio 

10 

y establecimiento de plantas vasculares en el período Devónico tardío. Las plantas vasculares 
contribuyeron a la formación del suelo al producir detrito biológico, como celulosa y lignina, que se 
descomponían lentamente y facilitaban la formación de estructuras de suelo más complejas, que 
promovieron la actividad microbiana en él. Asimismo, una vez que estas plantas desarrollaron raíces, el 
proceso de disgregado de las rocas fue acelerado por su crecimiento y las actividades de la microbiota 
asociada. Las raíces permitieron, adicionalmente, retener el sedimento, protegiendo el suelo de la 
erosión. Así, el desarrollo de las plantas vasculares no solo transformó la dinámica de los ecosistemas 
terrestres, sino que también estableció las condiciones necesarias para la proliferación de una 
biodiversidad compleja y resiliente. En resumen, la evolución del suelo como hábitat biológico está 
íntimamente ligada a la coevolución de la biota terrestre y la geología del planeta. Desde los orígenes 
primitivos y microbianos de la vida, hasta la complejización de los ecosistemas terrestres con la aparición 
de las plantas vasculares, el suelo ha sido tanto un producto como un motor del desarrollo de la vida en 
la Tierra, que constituiría la base de los ecosistemas terrestres modernos (Ponomarenko 2015, Lyons et 

al. 2024).  

La co-evolución de microorganismos, plantas y animales ha sido fundamental en el establecimiento de las 
condiciones de los hábitats que conforman el suelo moderno. Esta interrelación compleja y multifacética 
propone la siguiente pregunta: ¿Qué factores conforman las condiciones de los hábitats del suelo? Los 
suelos son ensamblajes complejos de hábitats extremadamente diversos, lo que ciertamente se explica 
por la biodiversidad presente en ellos (Ramette et al. 2007). El hábitat del suelo está influenciado por una 
combinación de factores abióticos y bióticos (también llamados edáficos). Entre los factores abióticos más 
importantes se encuentran la disponibilidad de nutrientes, la humedad, la aireación y la temperatura, los 
cuales a su vez, afectan de manera determinante la actividad biológica y los procesos bioquímicos en el 
suelo, que componen los factores bióticos. Resulta vital, entonces, considerar la abundancia y 
disponibilidad de sustancias clave para el desarrollo de la biota asociada al suelo: agua, materia orgánica, 
sustancias inorgánicas relevantes para la biología, y oxígeno.  

La biogeoquímica de la solución del suelo está determinada principalmente por reacciones ácido-base y 
redox. Es decir, el flujo de protones y electrones en la solución del suelo definen el entorno químico que 
controla la actividad biótica. Conceptualmente, ambos pueden considerarse como flujos desde regiones 
de alta concentración hacia regiones de baja concentración, con la actividad microbiana del suelo 
teniendo un efecto profundo en la regulación de este flujo (Paul et al. 2015, Wilpiszeski Regina et al. 2019). 
La actividad metabólica de los organismos del suelo produce electrones durante la oxidación de la materia 
orgánica, que deben ser transferidos a un aceptor de electrones, siendo el oxígeno el más relevante en 
suelos bien drenados (aeróbicos). El oxígeno contenido en el aire del suelo y disuelto en solución acuosa 
se consume dependiendo de la actividad de los organismos y se repone mediante la difusión dependiente 
de su porosidad. Si las tasas de consumo de oxígeno son altas debido a una abundante oferta de materia 
orgánica fácilmente descomponible, o si la difusión de O2 en el suelo se ve impedida por anegamiento o 
tamaños de poros restringidos debido a la textura arcillosa o compactación del suelo, las concentraciones 
de O2 en solución continuarán agotándose. Cuando se ha utilizado todo el O2 disuelto disponible, la 
actividad biológica del suelo cambia de aeróbica a anaeróbica, dependiendo del movimiento de electrones 
hacia aceptores de electrones alternativos (Paul et al. 2015).  

Por otro lado, la temperatura afecta de maneras muy distintas a los procesos físicos, químicos y biológicos 
que ocurren en el suelo. Mientras que las tasas de difusión molecular siempre aumentan con el 
incremento de la temperatura, la solubilidad de los gases en la solución del suelo no lo hace y puede 
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incluso disminuir. La relación entre la temperatura y los procesos biológicos es compleja, ya que las 
especies individuales difieren en su respuesta óptima a la temperatura. Diferentes comunidades 
microbianas están activas a medida que cambian las temperaturas y los microorganismos son capaces de 
adaptarse alterando su  fisiología y mecanismos celulares, como la fluidez y permeabilidad de la 
membrana, y la flexibilidad estructural de enzimas y proteínas. 

Otro factor determinante en el suelo, así como para el resto de los ecosistemas biológicos, es la presencia 
de agua. Químicamente, el agua actúa como un solvente y reactivo de reacciones químicas y biológicas 
claves para la biología del suelo. Por lo cual, la humedad disponible para los organismos es determinante, 
definiendo además estado de aireación del suelo, el estado químico y concentración de materiales 
solubles, la presión osmótica y el pH de la solución del suelo. Adicionalmente, el agua actúa físicamente 
como un agente de transporte por flujo de masa y como un medio a través del cual los reactivos se 
difunden hacia y desde los sitios de mayor actividad biológica. De especial importancia en el sistema del 
suelo, y para las células microbianas en particular, es el hecho de que el agua se adsorbe fuertemente a 
las superficies de las partículas del suelo mediante enlaces de hidrógeno e interacciones dipolares, 
determinado su estructura.  

Los agregados del suelo, que son pequeñas agrupaciones de minerales y carbono orgánico, juegan un 
papel fundamental en la estructura espacial del suelo y en la facilitación de los procesos biogeoquímicos. 
Estos agregados proporcionan micro hábitats para los microorganismos, permitiendo la coexistencia de 
diferentes comunidades microbianas que interactúan entre sí y con el entorno abiótico. La estructura de 
los agregados influye en la retención de agua, la disponibilidad de nutrientes y la aireación del suelo, todos 
factores críticos para la actividad microbiana y la salud general del suelo (Wilpiszeski Regina et al. 2019). 

Un componente central en la biología del suelo es la materia orgánica (SOM, sigla de la expresión en inglés 
Soil Organic Matter). La materia orgánica del suelo desempeña un papel fundamental en el sostenimiento 
de las comunidades microbianas, dado que constituye la fuente de carbono y energía esencial para los 
microorganismos, determinando directamente su actividad y diversidad. Los microorganismos, a su vez, 
son responsables de la descomposición de la SOM, liberando nutrientes que son vitales para el 
crecimiento de las plantas y otros organismos. Además, la calidad y cantidad de la SOM pueden 
determinar la estructura de la comunidad microbiana y sus funciones dentro del suelo. Se ha demostrado 
que cambios en la SOM, ya sea por prácticas de manejo del suelo o por adiciones de residuos orgánicos, 
pueden alterar significativamente la composición y actividad de las comunidades microbianas (Condron 

et al. 2010). Por ejemplo, la adición de abonos orgánicos a largo plazo puede aumentar la cantidad de 
SOM y promover la formación de agregados del suelo, lo que a su vez favorece la diversidad y abundancia 
microbiana (Bending et al. 2002). Esto resalta la importancia de la SOM no solo como un reservorio de 
nutrientes, sino también como un factor clave en la promoción de un suelo saludable y productivo a través 
del mantenimiento de comunidades microbianas robustas y funcionales (Paul 2016).  

Por otro lado, otros nutrientes de especial importancia para la actividad biológica son: Nitrógeno, Fósforo, 
Potasio, Calcio, Magnesio y Azufre, junto con micronutrientes de menor relevancia biológica. El nitrógeno 
es fundamental para la síntesis de proteínas y ácidos nucleicos. La principal forma de nitrógeno disponible 
para las plantas es el nitrato (NO3-) y el amonio (NH4

+). La mineralización del nitrógeno orgánico por 
microorganismos del suelo transforma la materia orgánica en estas formas inorgánicas biodisponibles. La 
disponibilidad de nitrógeno está influenciada por factores como el contenido de materia orgánica, la 
actividad microbiana, las condiciones de humedad y temperatura del suelo.  
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Por otro lado, el fósforo es crucial para la transferencia de energía y la síntesis de ácidos nucleicos. En el 
suelo, el fósforo se encuentra en formas orgánicas e inorgánicas, y su disponibilidad está frecuentemente 
limitada por la fijación a minerales del suelo. Las raíces de las plantas y microorganismos liberan ácidos 
orgánicos y fosfatasas que ayudan a movilizar el fósforo, haciéndolo disponible para su absorción. La 
biodisponibilidad del fósforo también depende del pH del suelo, con una mayor disponibilidad en suelos 
ligeramente ácidos.  

El potasio es esencial para la regulación osmótica y la activación de enzimas. A diferencia del nitrógeno y 
el fósforo, el potasio no se integra en compuestos orgánicos de plantas. La disponibilidad de potasio está 
influenciada por la capacidad de intercambio catiónico del suelo y la presencia de minerales arcillosos que 
pueden fijar potasio en formas no disponibles para los organismos.  

El calcio, magnesio y azufre son importantes para diversas funciones estructurales y metabólicas en las 
plantas y otros organismos. El calcio es fundamental para la integridad de las paredes celulares vegetales, 
el magnesio es el núcleo de la molécula de clorofila, y el azufre es parte de aminoácidos esenciales como 
la cisteína y la metionina. La disponibilidad de estos nutrientes depende de la mineralización de la materia 
orgánica, la disolución de minerales del suelo y la capacidad de intercambio iónico del suelo.  

Con respecto a los micronutrientes, elementos como hierro (Fe), manganeso (Mn), zinc (Zn), cobre (Cu), 
molibdeno (Mo) y boro (B) son necesarios en pequeñas cantidades, pero son cruciales para el 
funcionamiento de enzimas y otros procesos metabólicos. La disponibilidad de micronutrientes está 
altamente influenciada por el pH del suelo, la presencia de materia orgánica y las interacciones con otros 
nutrientes (Comerford 2005). 

La rizósfera, hot spot de actividades e interacciones biológicas. 

A pesar de la gran biodiversidad de la microbiota presente en el suelo (1,107-1012 células por gramo de 
suelo, Watt et al. (2006)) y su rol central en los procesos biogeoquímicos, su localización se encuentra 
restringida a hábitats microscópicos, que representan el 1% total del volumen del suelo (Young et al. 
2008). Debido al dinamismo de factores determinantes de las condiciones del suelo y la consecuente 
heterogeneidad de la distribución de nutrientes en él (particularmente el carbono aportado por la SOM 
(Hodge et al. 2000)), los microorganismos se encuentran mayoritariamente en inactividad debido a 
limitaciones nutricionales (Blagodatskaya et al. 2013). Sin embargo, existen microambientes cubriendo 
pequeños volúmenes de suelo con intensidades de interacción y actividad biológicas mayores al resto del 
suelo, denominados “hot spots” de actividad microbiana. Asimismo, aún dentro de estos microambientes, 
las condiciones pueden ser altamente dinámicas, conllevando una variabilidad de intensidad y velocidad 
de procesos biológicos a lo largo del tiempo. Es por eso, que a aquellos eventos a corto plazo o secuencias 
de eventos que conllevan un aumento en los parámetros biológicos por dentro o por fuera de los hot 

spots, se los denomina “hot moments”. Los instantes de alta actividad biológica pueden determinar la 
formación de un hot spot o no estar relacionados con uno, sin embargo, los hot spots se mantienen aún 
por fuera de los hot moments (Kuzyakov et al. 2015).  

Cómo se menciona previamente, uno de los factores determinantes de hot spots de alta actividad 
microbiana es la materia orgánica (carbono orgánico) biodisponible de un momento o sitio específico. Es 
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por eso que algunos de los hot spots más relevantes que dependen de la abundancia y distribución de la 
SOM en el suelo. Los principales ejemplos de estos son:  

Detritósfera: Consiste en el depósito de residuos de materia orgánica recalcitrante sobre la base mineral 
del suelo, cómo la acumulación de material vegetal muerto, y la consecuente actividad microbiana 
aumentada. (Kögel-Knabner 2002).  

Bioporos: Definidos por el aumento de actividad microbiana consecuencia del aporte de material orgánico 
asociado a las deposiciones de animales y al material orgánico procesado en el aparato digestivo de 
lombrices (Tiunov et al. 2004, Schrader et al. 2007). 

Superficie de los agregados: La superficie de los agregados recibe un flujo de material orgánico de otros 
ambientes del suelo (como la rizósfera o el detritósfera) proveniente de la humedad que cumple el rol de 
transportar estos nutrientes, determinando una mayor actividad biológica (Kaiser et al. 2012). 

Rizósfera: Se define como la porción del suelo inmediatamente circundante a las raíces vegetales e 
influenciada por el crecimiento de estas, determinando uno de los hot spots de mayor actividad y 
relevancia para el suelo (Hinsinger et al. 2009). 

La diversidad bacteriana en el suelo es alta, con estimaciones que sugieren que más de 2,000 especies 
habitan en 0,5 g de suelo, lo que constituye  una diversidad tres órdenes de magnitud mayor que en todos 
los demás compartimentos ambientales de los ecosistemas de la Tierra combinados (Curtis et al. 2002, 
Crawford et al. 2005, Schloss et al. 2006, Hinsinger et al. 2009).  Sin embargo, esta riqueza de especies 
disminuye gradualmente, a medida que se avanza hacia las proximidades de las raíces (entorno 
rizosférico, o rizósfera), a pesar de un significativo aumento en la densidad de la comunidad (Figura 1) 
(Hacquard et al. 2015). La etimología de la palabra rizósfera proviene del griego “rhiza” (raíz) y “phera” 
(esfera), haciendo alusión al espacio tridimensional del suelo directamente influenciado por las raíces. La 
misma fue definida inicialmente por el científico alemán Lorenz Hiltner (Hiltner 1904) como “la zona de 
suelo inmediatamente adyacente a las raíces de las leguminosas que respalda altos niveles de actividad 
bacteriana”. A lo largo del tiempo, su definición ha evolucionado para incluir también partes de tejidos 
radiculares y el suelo circundante más allá del inmediatamente adyacente a la raíz, sin embargo, en 
esencia, la rizósfera representa el área influenciada por el crecimiento de las raíces vegetales y los 
exudados asociados a ellas, donde ocurren interacciones vitales entre las plantas y los microorganismos 
del suelo (Pinton 2007). En base a esta última definición, se define al resto del suelo carente de influencia 
por la raíz como suelo “a granel” (bulk soil) y se clasifican, entre otras, tres regiones diferentes en la 
rizósfera, listadas a continuación (Figura 1): 

Endorizósfera: Tejido perteneciente a las raíces de la planta, incluyendo la endodermis y las capas 
corticales, en dónde comunidades de microrganismos pueden establecerse.  

Rizoplano: Consiste en la superficie de las raíces donde las partículas de suelo y microorganismos se 
adhieren. Contiene a la capa de polisacáridos exudados por la raíz, las células que las recubren (epidermis). 

Ectorizósfera (a veces llamada simplemente, rizósfera): Comprende el suelo inmediatamente adyacente 
a la raíz, por fuera del rizoplano, pero bajo la influencia de las raíces de las pantas y sus exudados (Edwards 

et al. 2015). 
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Como se menciona previamente, el efecto que ejerce la raíz sobre la zona circundante y el suelo en la 
misma es lo que define la rizósfera y la establece como un hot spot de actividad microbiana. ¿Cómo es la 
influencia de las raíces sobre la vida microbiana y través de que sustancias ejerce este efecto sobre el 
suelo circundante? Las plantas y sus raíces conforman la base de la biodiversidad, siendo de vital 
importancia su aporte de carbono a los ecosistemas terrestres tanto debajo como encima del suelo 
(Hinsinger et al. 2009). El depósito de carbono orgánico de las plantas al suelo se denomina rizodeposición 
y es realizado a través de tres mecanismos principales: El aporte de la propia masa de las raíces, muertas 
o vivas; la liberación de dióxido de carbono, resultado de la respiración de las raíces o de la flora asociada
a ellas; la liberación de mucílago y los exudados radiculares, que se definen como las secreciones de
compuestos orgánicos de las raíces de la planta hacia la rizósfera y son de especial relevancia para la
microflora rizosférica (Cheng et al. 2007).

El suministro de exudados al suelo es de particular interés, dado que constituyen el principal aporte 
nutricional de la planta a la microbiota del suelo y son consideradas las interacciones planta-
microorganismo de mayor relevancia y complejidad (Raaijmakers et al. 2009). Durante los distintos 
estadios del desarrollo de las plantas, las plantas son capaces de liberar una variedad de compuestos 
orgánicos a través de sus raíces (Nguyen 2009, Prashar et al. 2014). La descarga de estas sustancias alcanza 
el equivalente del 15 al 60 % de la producción fotosintética total, acumulando reservas sustanciales de 
carbono y energía que constituyen a la rizósfera cómo un ambiente rico en nutrientes, al compararlo con 
el bulk soil, para el desarrollo de la microflora (Lynch et al. 1990). Los exudados radiculares actúan como 
fuerza promotora de comunidades prósperas de microorganismos, convirtiendo la rizósfera en un hot 

spot de actividades biológicas llevadas a cabo por dichas comunidades (Prashar et al. 2014). La naturaleza 
bioquímica de los compuestos liberados por las raíces posee una gran diversidad, dada la variedad de 
procesos de los cuales provienen: azúcares simples y complejos, aminoácidos, ácidos orgánicos, fenoles, 
alcoholes, polipéptidos, proteínas, hormonas y enzimas (Prashar et al. 2014). De estos compuestos, los 
principales tipos liberados pasivamente son los azúcares, aminoácidos y ácidos orgánicos. Estos últimos 
son de particular relevancia, ya que se ha observado que son la fuente de carbono de preferencia de 
bacterias rizosféricas (Oburger et al. 2009, Zhalnina et al. 2018). Las moléculas presentes en exudados 
pueden difundir pasivamente desde el citoplasma de las células vegetales, que contiene concentraciones 
de tres órdenes de magnitud mayores a las soluciones en el suelo circundante (mM vs µM, 
respectivamente) (Neumann et al. 2000). Asimismo, también se conocen transportadores específicos para 
estos compuestos en la epidermis vegetal (Bai et al. 2015). Sin embargo, todavía existen grandes 
incógnitas acerca de los mecanismos a través de los cuales algunas moléculas son capaces de ser exudadas 
en la rizósfera (Korenblum et al. 2022).  
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Figura 1: Segmentación espacial de la microbiota de la raíz de la planta. En este esquema, se indican los principales 
flujos de nutrientes, así como del oxígeno, en relación con la densidad bacteriana. Abajo, se muestran la distribución 
de la microbiota a lo largo del continuo suelo-endósfera en la raíz. Para cada compartimento, se ilustran la densidad 
bacteriana, la diversidad bacteriana y los principales filos representativos. Los principales factores que impulsan el 
establecimiento de la comunidad en estos compartimentos distintos se representan con barras negras. Adaptado de 
(Hacquard et al., 2015). 



Tesis doctoral Federico Muzio 

16 

Las plantas son capaces de modificar la composición y cantidad de exudados en función de condiciones 
ambientales. Por ejemplo, en respuesta al estrés de deficiencia de fósforo o hierro, las células son capaces 
de aumentar el eflujo de carboxilatos (malato, citrato y oxalato) a través de proteínas de canal aniónico 
presentes en el plasmalema, permitiendo la captación de estos nutrientes gracias a la capacidad de formar 
complejos de estas moléculas (Neumann et al. 2000). Las propiedades quelantes de los ácidos orgánicos 
también son relevantes para la detoxificación de la rizósfera, por ejemplo, en plantas resistentes al 
aluminio (Barceló et al. 2002).  

Asimismo, esta capacidad de secretar moléculas en función de condiciones ambientales variables también 
es capaz de modificar la composición de la microbiota de la rizósfera. La planta en sí misma es un factor 
determinante de la microbiota de la rizósfera. Las raíces seleccionan poblaciones microbianas específicas 
y moldean la composición del microbioma en su entorno y en los tejidos internos (Bulgarelli et al. 2012, 
Bai et al. 2015, Uroz et al. 2019). Características relacionadas con la planta, como los cultivares, la edad 
de la planta y las propiedades de las raíces, han demostrado influir en la diversidad de las especies 
microbianas predominantes en la rizósfera (Prashar et al. 2014). Los participantes de estas comunidades 
asociadas a la rizósfera incluyen bacterias, hongos, nematodos, protozoos, algas y microartrópodos. Dado 
el efecto rizosférico de las raíces en el suelo, las composiciones, abundancias e interacciones entre dichas 
poblaciones evidencian estar altamente influenciados por la presencia y estado de las plantas 
(Raaijmakers 2001, Raaijmakers et al. 2009). Por ejemplo, la edad y la etapa de desarrollo de la planta 
desempeñan un papel crítico en la estructura de la comunidad bacteriana en la rizósfera. La rizósfera de 
una planta joven está habitada principalmente por bacterias de estrategia r (es decir, especies bacterianas 
que tienen tasas de crecimiento rápidas y utilizan sustratos simples proporcionados por la rizodeposición). 
Sin embargo, a medida que el proceso de envejecimiento continúa, la dominancia se desplaza hacia 
comunidades bacterianas con tasas de crecimiento relativamente lentas (estrategas k) y la capacidad de 
degradar sustratos más complejos a medida que la planta altera sus exudados (Prashar et al. 2014).  

A modo de síntesis, las plantas son él organismo determinante del carbono orgánico en el suelo, el cual 
constituye uno de los parámetros más importantes para los organismos asociados a este ambiente. Este 
rol es llevado a cabo principalmente por la deposición en forma de exudados los cuales, a su vez, son 
herramientas adaptativas de la planta hacia diversas condiciones, otorgándole la capacidad de influenciar 
los ecosistemas de microorganismos asociados a ella. 

Interacciones planta-microorganismo en la rizósfera. 

Se estima que el número de células de microorganismos colonizando las plantas es más alto que la suma 
de las células vegetales en ellas, particularmente debido a aquellas que colonizan la rizósfera (Mendes et 

al. 2013). La liberación de exudados de bajo peso molecular fácilmente aprovechables de parte de las 
raíces atraen ciertos microorganismos a la rizósfera, donde proliferan hasta densidades que pueden ser 
varios órdenes de magnitud mayores que en el bulk soil (Marschner 2012). Muchos miembros de esta 
comunidad tienen un efecto neutro en la planta, pero son parte de la compleja red alimentaria que utiliza 
la gran cantidad de carbono que es fijado por la planta y liberado en la rizósfera. Asimismo, la comunidad 
microbiana en la rizósfera también alberga miembros que ejercen efectos perjudiciales o beneficiosos en 
la planta. Los microorganismos que afectan negativamente el crecimiento y la salud de las plantas incluyen 
hongos, oomicetes, bacterias y nematodos fitopatógenos, mientras que los microorganismos que son 
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beneficiosos incluyen hongos micorrízicos y rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas 
(conocidos como PGPR, sigla de la expresión en inglés Plant Growth-Promoting Rhizobateria) (Raaijmakers 

et al. 2009).  

El número y la diversidad de microorganismos perjudiciales y beneficiosos están relacionados con la 
cantidad y calidad de los rizodepósitos que, a su vez, determinan las interacciones microbianas que 
también moldean el ambiente rizosférico (Figura 2) (Somers et al. 2004). Por ejemplo, la exudación de 
ácidos orgánicos (ácido málico y fumárico) liberados por las raíces de plátano son cruciales para la 
colonización de Bacillus amyloliquefaciens NJN-6 en las raíces del hospedador. Se ha demostrado que B. 

amyloliquefaciens NJN-6, originalmente aislado de la rizósfera de las plantas de plátano, protege estas 
plantas contra dos especies de hongos del género Fusarium y promueve su crecimiento (Yuan et al. 2015). 
Asimismo, otro ácido orgánico liberado en los exudados radiculares que ejerce una presión selectiva sobre 
las poblaciones rizosféricas, es el oxalacetato. El oxalatrofismo (la habilidad de utilizar oxalacetato cómo 
fuente de carbono), demostró ser una propiedad exclusiva de cepas benéficas del género Burkholderia de 
una colección de 41 especies, estando ausente en cepas patogénicas como Burkholderia plantari o 
Burkholderia glumae (Kost et al. 2014). Como se mencionó previamente, el aporte de carbono de la planta 
a la rizósfera puede alcanzar el equivalente del 15 al 60 % de la producción fotosintética total de la planta 
(Lynch et al. 1990). La selección por parte de la evolución de las plantas de este enorme aporte de su 
propio sustento para modificar la microbiota rizosférica se explica por los variados y sustanciales 
beneficios que a su vez obtienen las plantas por ello. Por ejemplo, la variedad de tomate “Hawaii 7996” 
es capaz de enriquecer su rizósfera de la bacteria Flavobacterium TRM1, la cual es capaz de suprimir la 
infección por la bacteria Ralstonia solanacearum en plantas de laboratorio. Se demostró que, en contraste 
con la variante de tomate “Moneymaker”, las plantas de “Hawaii 7996” son resistentes a la enfermedad 
causada por R. solanacearum, cualidad que permanece en el suelo al reemplazarla por la variedad 
susceptible (Kwak et al. 2018). Esto constituye un ejemplo de cómo estas interacciones pueden llegar a 
ser incluso variedad-específicas, dónde existen pequeñas pero determinantes variantes en el diálogo 
bioquímico planta-microbiota.  

Mecanismos de promoción directa del crecimiento vegetal 

¿A través de qué mecanismos contribuyen estos microorganismos “beneficiosos” al crecimiento vegetal? 
Los mecanismos de promoción del crecimiento de las plantas se han agrupado tradicionalmente en 
mecanismos directos e indirectos (Figura 2), aunque la diferencia entre los dos no siempre es evidente. 
Los mecanismos indirectos, como regla general, son aquellos que ocurren fuera de la planta, mientras que 
los mecanismos directos son los que ocurren dentro de la planta y/o afectan directamente el metabolismo 
de la planta (Glick 1995). En función del contexto de este trabajo, en esta sección se mencionarán los 
principales mecanismos de promoción del crecimiento vegetal directos e indirectos, haciendo hincapié en 
aquellos reportados para bacterias asociadas a la rizósfera. Sin embargo, cabe mencionar el importante 
papel que tienen los hongos micorrícicos que poseen actividades de biofertilización, que incluyen, por 
ejemplo: Facilitación de la absorción de fósforo (Richardson et al. 2009, Miransari 2011), translocación de 
nutrientes del suelo a la planta (Koltai et al. 2010, Adeleke et al. 2012), estructuración del suelo 
circundante y formación de agregados (Kwak et al. 2018). 
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Uno de los mecanismos de promoción del crecimiento vegetal directo por parte de los organismos 
beneficiosos, consiste en la contribución a las necesidades nutricionales de la planta. Como se detalló 
previamente, el crecimiento y la productividad de las plantas dependen considerablemente de la 
disponibilidad de nutrientes en la interfaz suelo-raíz, que a su vez está influenciada por una amplia gama 
de factores, como el tipo de suelo, sus características químico-físicas y las condiciones ambientales. En 
este contexto, las actividades biológicas de los microorganismos pueden desempeñar un papel 
importante, denominado “biofertilización” (Lugtenberg et al. 2009), que le confiere la etiqueta de 
“beneficiosos” a algunos de ellos. Uno de los mecanismos más relevantes de biofertilización, es llevado a 
cabo por las bacterias fijadoras de N2, como Rhizobium y Bradyrhizobium, que pueden formar nódulos en 
las raíces de plantas leguminosas como la soja, la arveja, el maní y la alfalfa, en los cuales convierten el N2 
en amoníaco, que a diferencia del N2, puede ser utilizado por la planta como una fuente de nitrógeno (van 
Rhijn et al. 1995, Spaink et al. 2012). Asimismo, existen fijadores de N2 de vida libre, no asociados a 
nódulos, que incluyen bacterias de los géneros Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Herbaspirillum, 
Bacillus y Paenibacillus (Goswami et al. 2016). Incluso se ha logrado modificar P. protegens Pf-5, con los 
genes codificantes para una nitrogenasa (Setten et al. 2013), con la finalidad de que contribuya fijando 
nitrógeno para la nutrición de plantas de trigo y maíz (Fox et al. 2016). Otro ejemplo de biofertilización es 
la capacidad de algunos microorganismos de aumentar el fósforo biodisponible para ser absorbido por las 
plantas, a partir de especies químicas incapaces de ser aprovechadas. Aunque existen grandes reservas 
de fósforo en el suelo, las mismas no se encuentran disponibles para las plantas, dado que estas sólo 
pueden incorporarlo como fosfato mono- y di- básico (Jha et al. 2015). Estas bacterias poseen la capacidad 
de transformar el fosfato de fuentes orgánicas e inorgánicas, facilitando así el crecimiento de las plantas 
(Lugtenberg et al. 2009). Fuentes minerales como fosfato tricálcico, fosfato de roca y fosfato de aluminio 
son capaces de ser solubilizadas por la microbiota, facilitando la disponibilidad de fosfato soluble para las 
plantas. El mecanismo principal de solubilización de fosfato se basa en la secreción de ácidos orgánicos 
por los microorganismos debido al metabolismo de azúcares. Las bacterias que residen en la rizósfera 
utilizan los azúcares de los exudados de las raíces, los cuales metabolizan para producir ácidos orgánicos, 
cómo el ácido acético, láctico, málico, succínico, tartárico, glucónico, 2-cetoglucónico, oxálico y cítrico. 
Estos ácidos liberados por los microorganismos actúan como buenos quelantes de los cationes divalentes 
de Ca+2 que acompañan la liberación de fosfatos de compuestos fosfáticos insolubles (Goswami et al. 
2016). Asimismo, la producción de varias enzimas por parte de microorganismos benéficos, como 
fosfatasas no específicas, fitasas, fosfonatasas y C-P liasas, los vuelve capaces de aumentar de fósforo 
disponible para las raíces a partir de compuestos orgánicos en el suelo. Por ejemplo, las C-P liasas son 
capaces de aportar fósforo biodisponible a partir del clivaje de las uniones carbono-fósforo de moléculas 
organofosforadas presentes en la materia orgánica del suelo (Lugtenberg et al. 2009). 

Paralelamente, otro mecanismo involucrado a la promoción directa del crecimiento vegetal en bacterias 
es la fitoestimulación. Algunas bacterias producen sustancias que estimulan el crecimiento de las plantas 
en ausencia de patógenos, siendo el ejemplo mejor entendido la producción de fitohormonas, como las 
auxinas. Asimismo, las bacterias PGPR son capaces de sintetizar otras hormonas, así como ciertos volátiles 
y el cofactor pirroloquinolina quinona (PQQ) que les otorgan la capacidad de estimular el crecimiento 
vegetal (Lugtenberg et al. 2009). Por ejemplo, las auxinas son sintetizadas generalmente a partir del 
aminoácido triptófano de los exudados en los cuales se desarrollan las bacterias PGPR (Korenblum et al. 
2022). Es así como diversas especies bacterianas producen auxinas como parte de su metabolismo, 
incluyendo ácido indol-3-acético (IAA), ácido indol-3-butírico (IBA) o sus precursores. Estas auxinas 
afectan principalmente el sistema radicular, aumentando su tamaño y peso, el número de ramificaciones 
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y la superficie en contacto con el suelo. Todos estos cambios llevan a un aumento en su capacidad de 
explorar el suelo para el intercambio de nutrientes, mejorando así la nutrición y la capacidad de 
crecimiento de la planta (Gutierrez Manero et al. 1996, Jha et al. 2015). 

Algunas bacterias promotoras del crecimiento de las plantas poseen la capacidad de contribuir en la 
respuesta a estrés abiótico de las plantas. Las plantas están expuestas a una amplia gama de estrés 
ambiental, como altas temperaturas, frío, sequía, salinidad, alcalinidad y radiación UV (Goswami et al. 
2016). El ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) es el precursor de la fitohormona etileno. El 
etileno se produce naturalmente en las plantas; sin embargo, sus niveles aumentan dramáticamente bajo 
estrés abiótico, como sequía, salinidad o inundaciones. El etileno, conocido como la hormona del estrés 
en las plantas, tiene un efecto perjudicial sobre ellas, causando abscisión foliar, senescencia foliar, 
clorosis, y marchitamiento de flores. Varias bacterias promotoras del crecimiento vegetal poseen la 
capacidad de producir la enzima ACC deaminasa, que degrada el ACC en amoníaco y α-cetobutirato, lo 
que impide su conversión a etileno. De esta manera, las PGPR productoras de ACC deaminasa protegen a 
las plantas bajo estrés abiótico de los efectos perjudiciales del etileno (Mayak et al. 2004, Lugtenberg et 

al. 2009, Goswami et al. 2016).

Mecanismos de promoción indirecta del crecimiento vegetal 

Los términos “control biológico” y su sinónimo abreviado “biocontrol” se han utilizado en diferentes 
campos de la biología (Pal et al. 2006). Para la fitopatología, el biocontrol implica la utilización de 
microorganismos que suprimen enfermedades para mejorar la salud de las plantas. La supresión de 
enfermedades por agentes de biocontrol es una manifestación sostenida a lo largo del tiempo de las 
interacciones entre la planta, el patógeno, el agente de biocontrol, la comunidad microbiana en y 
alrededor de la planta, y su entorno físico (Handelsman et al. 1996). Los mecanismos que subyacen al 
biocontrol contribuyen indirectamente a la salud de la planta, afectando el fitness competitivo de los 
fitopatógenos (Lugtenberg et al. 2009). Se pueden destacar las siguientes categorías principales de 
mecanismos de biocontrol: La producción de sideróforos, la secreción de enzimas degradadoras de 
componentes celulares, la inducción de la resistencia sistémica de las plantas y la producción de 
antimicrobianos (Goswami et al. 2016).  

Los sideróforos son compuestos de bajo peso molecular, generalmente por debajo de 1 kDa, que 
contienen grupos funcionales capaces de unir hierro de manera reversible. Sus grupos funcionales más 
frecuentes son hidroxamatos y catecoles, en los que las distancias entre los grupos involucrados son 
óptimas para unir hierro. Las bacterias productoras de sideróforos generalmente pertenecen al género 
Pseudomonas, siendo Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa los organismos más 
estudiados, los cuales liberan tipos de sideróforos como pioquelina y pioverdina (Haas et al. 2005). Las 
bacterias de la rizósfera también liberan estos compuestos para aumentar su potencial competitivo, 
obstaculizando el crecimiento de patógenos al limitar el hierro disponible para estos (particularmente, en 
suelos pobres en este nutriente), generalmente hongos, que son incapaces de absorber el complejo 
hierro-sideróforo (Glick 1995). 
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Figura 2: Mecanismos de promoción del crecimiento vegetal en el suelo. Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal 
(PGPR) facilitan el desarrollo de las plantas a través de varios mecanismos: la biofertilización, que incluye la fijación de 
nitrógeno (N₂), la solubilización y mineralización de fósforo (PO₄) y la producción de sideróforos para la asimilación de hierro 
(Fe); la fitoestimulación, mediante la producción de hormonas y la mejora en la tolerancia al estrés abiótico; y el biocontrol, 
donde las PGPR actúan liberando compuestos antimicrobianos además de inducir resistencia sistémica (ISR) en las plantas. 
Estos procesos contribuyen en conjunto a un mejor crecimiento, germinación y fotosíntesis en la planta. Información 
recopilada de (Lugtenberg et al. 2009). 
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Otro de los principales mecanismos utilizados por bacterias para antagonizar hongos del suelo implica la 
producción de enzimas degradadoras de la pared celular. Estas enzimas, como la β-1,3-glucanasa, 
quitinasa, celulasa y distintos tipos de proteasas, secretadas por cepas biocontroladoras de PGPR, ejercen 
un efecto inhibidor directo sobre el crecimiento de las hifas de los patógenos fúngicos al degradar su 
pared celular. Por ejemplo, la quitinasa degrada la quitina, un polímero insoluble lineal de β-1, 4-N-
acetilglucosamina, que es el componente principal de la pared celular fúngica. Se ha informado que la β-
1,3-glucanasa sintetizada por cepas de Paenibacillus y Streptomyces spp. puede degradar fácilmente las 
paredes celulares de los patógenos fúngicos Fusarium oxysporum (Compant et al. 2005). De manera 
similar, Burkholderia cepacia sintetiza β-1,3-glucanasa, que destruye las paredes celulares de los 
patógenos del suelo Rhizoctonia solani, Pythium ultimum y Sclerotium rolfsii (Compant et al. 2005). Los 
agentes de biocontrol potenciales con actividades quitinolíticas incluyen Bacillus licheniformis, B. cereus, 

B. circulans, B. subtilis y B. thuringiensis (Sadfi et al. 2001). Entre las bacterias Gram-negativas, Serratia

marcescens, Enterobacter agglomerans, P. aeruginosa y P. fluorescens han demostrado poseer
actividades quitinolíticas (Neiendam Nielsen et al. 1999). Otros ejemplos, en particular del género
Pseudomonas, incluyen P. stutzeri YPL-1 (Lim et al. 1991), productora de quitinasas y laminarinasas, y P.

aeruginosa C 32a, productora de β-1,3-glucanasa (Fridlender et al. 1993, Suryadi et al. 2014).

Por otro lado, ciertas bacterias PGPR ofrecen una estrategia alternativa para proteger a las plantas de 
enfermedades mediante la inducción de resistencia sistémica (ISR, sigla de la expresión en inglés induced 

systemic resistance). Este proceso, en el cual la presencia de bacterias PGPR provoca una defensa del 
huésped, se manifiesta mediante la reducción en la severidad o incidencia de enfermedades causadas por 
patógenos que están espacialmente separados del agente inductor. La resistencia inducida, en su mayoría 
de carácter no específico, constituye un aumento en el nivel de resistencia basal a varios patógenos 
simultáneamente. Esto es beneficioso bajo condiciones naturales donde múltiples patógenos están 
presentes (Van Loon et al. 2005, Thakker et al. 2011). Cepas de Pseudomonas, por ejemplo, son conocidas 
por inducir resistencia sistémica en clavel, rábano y Arabidopsis. En estos casos, la cadena lateral O 
antigénica de los lipopolisacáridos de la membrana externa de la bacteria actúa como un determinante 
inductor. Asimismo, los sideróforos del tipo pseudobactina producidos por cepas de Pseudomonas 
inducen resistencia sistémica en tabaco y Arabidopsis (Meziane et al. 2005), mientras que el sideróforo 
pseudomonina, induce la producción de ácido salicílico en el rábano, lo que finalmente mejora la defensa 
de la planta (Raaijmakers et al. 1995). Así, las rizobacterias inductoras en las raíces de las plantas producen 
una señal que se propaga sistémicamente dentro de la planta, aumentando la capacidad defensiva de los 
tejidos distantes ante la infección subsecuente por patógenos (Van Loon et al. 2005). 

Muchas bacterias patógenas sólo expresan factores de patogenicidad/virulencia a una alta densidad 
celular, percibida cuando el nivel de moléculas señal, como acil homoserino lactonas (AHLs), se acumulan 
en el medio. A este mecanismo se lo denomina “quorum sensing” (Bassler 1999). Las AHLs son necesarias, 
por ejemplo, para la síntesis de enzimas degradadoras de la pared celular vegetal por parte del patógeno 
Erwinia carotovora (Shepherd et al. 2009). La interferencia de señales es un mecanismo de biocontrol 
basado en la degradación de las AHL, por ejemplo, por lactonasas de AHL de cepas de B. thuringiensis que 
hidrolizan el anillo de lactona o por acilasas de AHL que rompen el enlace amida. Recientemente, se ha 
demostrado que las acilasas de AHL desempeñan un papel en la formación de biofilms. La falta de 
formación de biofilms probablemente facilita la inhibición del crecimiento de estos patógenos (Lin et al. 
2003). 
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Finalmente, un mecanismo de tipo indirecto particularmente relevante para el presente trabajo es la 
producción y secreción de moléculas con actividad antimicrobiana en la rizósfera. Metabolitos 
extracelulares liberados al medio rizosférico por parte de la microbiota benéfica suprimen los patógenos 
de las plantas, incluso en pequeñas concentraciones. Dos grupos PGPR que son particularmente prolíficos 
en la biosíntesis de antimicrobianos son las bacterias de los géneros Bacillus y Pseudomonas, que poseen 
un diverso repertorio de moléculas bioactivas en su arsenal a la hora de enfrentarse a fitopatógenos del 
suelo circundante a las raíces (Goswami et al. 2016). A grandes rasgos, estos se pueden categorizar en 
lipopéptidos, policétidos, péptidos ribosomales y compuestos volátiles (Wang et al. 2024). Para el género 
Pseudomonas y otros Gram negativos, algunos de los metabolitos con actividad antimicrobiana más 
destacados, son el ácido cianhídrico, las fenazinas, el 2,4-diacetil floroglucinol (Phl), la pioluteorina y 
pirrolnitrina (Lugtenberg et al. 2009). Ejemplos de metabolitos liberados por Bacillus incluyen compuestos 
de síntesis ribosomal como la subtilina, subtilisina A y sublancina. Otros, como bacilisina, clorotetaina, 
micobacilina, rhizocticinas, bacillaene, difficidina y lipopéptidos pertenecientes a las familias surfactina, 
iturina y fengicina, son formados por sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS) y/o sintetasas de 
policétidos (PKS) (Lecl�Re et al. 2005). Más detalles acerca de este método de promoción del crecimiento 
vegetal serán discutidos posteriormente en esta introducción. 

 

Los fitopatógenos y el microbioma del suelo 

Las enfermedades de las plantas son la causa de importantes pérdidas económicas para los agricultores 
en todo el mundo. La Food and Agriculture Organization (Organización de las Naciones Unidas para la 
Alimentación y la Agricultura) estima que las plagas y enfermedades son responsables de 
aproximadamente el 25% de las pérdidas de cultivos (Martinelli et al. 2015).  Aunque existen diferencias 
regionales, se estima que las enfermedades reducen típicamente los rendimientos de los cultivos en un 
10% cada año en áreas más desarrolladas mientras que, en áreas menos desarrolladas, a menudo supera 
el 20%. El control de enfermedades es razonablemente exitoso para la mayoría de los cultivos y puede 
lograse mediante el uso de plantas que han sido criadas para tener una resistencia adecuada contra 
muchas enfermedades, mediante enfoques de manejo agronómico como la rotación de cultivos, el uso 
de semillas libres de patógenos, la fecha y densidad de plantación adecuadas, y mediante el control 
químico y biológico. La mayoría de estos métodos de protección de plantas pueden influir en el 
microbioma de las plantas y, por lo tanto, se deben tener en cuenta nuevos conocimientos para mejorar 
las estrategias de protección de plantas. En muchos casos, las enfermedades están asociadas con 
desequilibrios o cambios en el microbioma, lo que hace que la explotación y estudio del microbioma sea 
un objetivo deseable. Analizar el microbioma de las plantas, así como la interacción metabólica con la 
planta huésped, abre nuevas puertas para tecnologías avanzadas de biocontrol de organismos 
fitopatógenos (Berg 2015). 

Los microorganismos que generalmente son capaces de provocar enfermedades en las plantas se 
denominan colectivamente patógenos de plantas, o fitopatógenos. Las enfermedades de plantas más 
comunes son causadas por hongos, oomicetes, bacterias, virus, viroides (organismos similares a virus), 
fitoplasmas, nematodos y plantas parásitas. Entre ellos, se destacan los hongos y bacterias como los 
grupos más grandes de patógenos de plantas. Una definición clásica de los patógenos de plantas asume 
que, para cumplir con los postulados de Koch, los microorganismos patógenos deben estar caracterizados 
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por factores de patogenicidad/virulencia. La patogenicidad se define como la capacidad de un patógeno 
para infectar y causar enfermedad en una planta huésped particular, mientras que la virulencia, como 
propiedad cuantitativa, se define como el grado de daño causado al huésped (Sacristán et al. 2008). La 
gravedad de una enfermedad es indirectamente proporcional a la salud de la planta hospedadora (d'Arcy 

et al. 2001). Los patógenos pueden interactuar con una amplia variedad de plantas independientemente 
del modo de vida (biótrofo, necrótrofo; obligado o facultativo). El rango hospedador de los fitopatógenos 
puede variar desde unas pocas hasta varios cientos de especies de plantas. En particular, la infección con 
hongos fitopatógenos ocurre cuando estos ingresan a las plantas a través de aberturas naturales (por 
ejemplo, estomas), heridas o por penetración directa del tejido vegetal. En contraste, las bacterias solo 
pueden ingresar a las plantas a través de heridas o aberturas naturales (Berg et al. 2017). Además de un 
estilo de vida patogénico endofítico en una planta huésped, los patógenos fúngicos, pueden adoptar un 
estilo de vida no patogénico cuando crecen sobre plantas no huéspedes (Freeman et al. 2001, Berg et al. 
2013). Por ejemplo, el hongo Rhizoctonia solani puede causar síntomas graves en diversos cultivos, 
aunque mantiene cierta especificidad de huésped que lo hace inocuo a plantas fuera de su rango 
hospedador (Gonzalez Garcia et al. 2006). 

Los hongos y oomicetes son reconocidos como los patógenos del suelo más importantes. Los hongos son 
organismos eucariotas, filamentosos, multicelulares y heterotróficos que producen una red de hifas 
llamada micelio y absorben nutrientes del sustrato circundante (Alexopoulos et al. 1996). Los oomicetes 
tienen una morfología similar a los hongos, pero filogenéticamente están más estrechamente 
relacionados con las algas pardas. Producen esporas nadadoras (zoosporas) y contienen celulosa en sus 
paredes celulares, a diferencia de la quitina en los hongos verdaderos. No obstante, los mecanismos de 
parasitismo y las enfermedades que causan son similares a los hongos verdaderos y, por lo tanto, se suelen 
considerar en conjunto. Un ejemplo de un oomicete fitopatógeno de relevancia, son los miembros del 
género Pythium, los cuales son responsables de marchitez en plántulas de diversos vegetales (Parveen et 

al. 2015). Por ejemplo, P. ultimum causa la marchitez de plántulas de zinnia, algodón y repollo (Zagade et 

al. 2012). La mayoría de los hongos del suelo son necrótrofos, lo que significa que matan el tejido del 
huésped con enzimas y toxinas previo al avance de las hifas y no requieren una célula viva para obtener 
nutrientes. En contraste, la mayoría de los patógenos biótrofos, como las royas y los mildius polvorientos, 
se encuentran en las partes aéreas de las plantas y si requieren una célula viva para obtener nutrientes. 
Llamativamente, pocos patógenos de raíces son biótrofos. Algunos ejemplos son los hongos zooespóricos 
inferiores y oomicetes, como Plasmodiophora brassicae y Plasmopara halstedii. También existen 
patógenos de raíz semi-biotróficos, como por ejemplo Phytophthora sojae. La mayoría de los patógenos 
necrótrofos son generalistas con un amplio rango de hospedadores, a diferencia de los patógenos 
biótrofos con rangos de hospedadores estrechos que han co-evolucionado con la planta. Por lo tanto, 
generalmente no hay estructura de razas dentro de las poblaciones de patógenos necrótrofos ni 
resistencias específicas de un solo gen en las plantas (Raaijmakers et al. 2009). 

Uno de los fitopatógenos de mayor impacto agronómico son los hongos del género Fusarium. El Fusarium 

head blight (FHB) es una de las enfermedades fúngicas más importantes que afectan a los granos de 
cereales. Originalmente considerada como una enfermedad secundaria, su ocurrencia ha aumentado 
debido al uso de sistemas de labranza cero (reducción de la perturbación del suelo), el uso de genotipos 
susceptibles y la baja rotación de cultivos. Hoy en día, FHB es considerada una de las enfermedades más 
devastadoras que reducen la calidad y el rendimiento de los cereales (Dinolfo et al. 2017). FHB ha sido 
responsable de grandes pérdidas económicas a nivel mundial. Por ejemplo: En 1993, la producción de 
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trigo en Minnesota, Estados Unidos, mostró una reducción del 33%, con pérdidas económicas estimadas 
en 1 billón de dólares (Dill-Macky 1997). En Uruguay, un brote serio en 1977 mostró una disminución del 
50% en la producción de trigo (de Ackermann et al. 1997). En Argentina, las pérdidas de rendimiento 
fueron estimadas entre 20-30% en los años 1945-1946, 1978, 1985 y 1993 (De Galich 1996). El género 
Fusarium comprende un gran número de hongos con capacidad reconocida para ser patógenos de plantas 
de cereales como la cebada, el trigo y la avena. Se ha detectado la presencia de diferentes especies de 
Fusarium colonizando diversos sustratos. Una de ellas, Fusarium graminearum, es el principal agente 
causal de la enfermedad FHB y ha sido aislado de cebada (Leslie et al. 2006), trigo (Gilbert et al. 2004), 
soja (Pioli et al. 2004), papas (Ali et al. 2005), maíz (Leslie et al. 2006), sorgo (Menkir et al. 1996) y arroz 
(Nyvall et al. 1999). Además del complejo de FHB, existen otras especies de Fusarium que causan daños 
significativos en varios cultivos. F. oxysporum es un componente importante de la microflora del suelo y 
es responsable de pérdidas a nivel mundial. Considerado uno de los patógenos de plantas transmitidos 
por el suelo más importantes, los aislamientos patógenos de F. oxysporum producen enfermedades de 
marchitez y pudrición mediante la proliferación del hongo en los sistemas radiculares de plantas de 
importancia económica como el tomate, el algodón y el banano (Leslie et al. 2006, Laurence et al. 2012). 
Otro ejemplo de un Fusarium fitopatógeno es Fusarium semitectum, el cual se encuentra ampliamente 
distribuido en suelos y partes aéreas de plantas en regiones subtropicales y tropicales. F. semitectum es 
causante del podredumbre y marchitez en plantas de frijoles, melones, bananas y alfalfa (Latiffah et al. 
2013).  

Otra enfermedad que afecta gravemente en cultivos de relevancia agronómica es la “podredumbre 
carbonosa” (charcoal rot), causada por el hongo fitopatógeno Macrophomina phaseolina. La 
podredumbre causada por Macrophomina es una de las 5 enfermedades más importantes para el cultivo 
de soja, causando enormes pérdidas económicas en los principales países productores (Estados Unidos, 
Brasil, Argentina, China, India, Paraguay, Canadá, Indonesia, Bolivia e Italia en 1998 (Kaur et al. 2012)). M. 

phaseolina puede infectar a más de 500 familias de plantas, causando la podredumbre carbonosa, llamada 
así debido a la coloración oscura que se imparte a los tejidos vegetales colonizados. Este patógeno es 
principalmente transmitido a través del suelo, con una especificidad de huésped heterogénea, es decir, la 
capacidad de infectar tanto monocotiledóneas como dicotiledóneas y una distribución no uniforme en el 
suelo (Mayék-Pérez et al. 2001, Su et al. 2001). La infección por Macrophomina causa mortalidad de 
plantas tanto antes como después de su emergencia. Los síntomas característicos después de la 
emergencia incluyen el desarrollo de lesiones en forma de huso con un borde oscuro y un centro gris claro 
cubierto de pequeños microesclerocios y, ocasionalmente, picnidios. Los esclerocios permiten que el 
hongo sobreviva durante períodos prolongados en el suelo (Baird et al. 2003).  

La presencia ubicua de patógenos potenciales en el suelo plantea la incógnita de si el brote de ciertas 
"enfermedades del microbioma" no siempre depende de la diversidad microbiana simplemente. Se 
conoce que la resistencia de la comunidad microbiana a la invasión de patógenos está relacionada con su 
nivel de diversidad (Jousset et al. 2011, Van Elsas et al. 2012, Mallon et al. 2015) y que la ausencia de 
ciertos microorganismos del suelo pueden apoyar los brotes de enfermedades (Blaser 2014). El 
microbioma de cada planta forma una red, de las cual se pueden analizar patrones de co-ocurrencia de 
microorganismos. La fuerza y la conexión de la red son cruciales para el éxito o fracaso de la invasión de 
patógenos y también para el establecimiento de agentes de biocontrol, lo que vuelve al estudio del 
microbioma del suelo y sus participantes una clave en el desarrollo de mejores prácticas agrícolas (Berg 
2015, Cardinale et al. 2015).  
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El biocontrol de enfermedades en el suelo 

Originalmente, se definieron los suelos supresivos como aquellos en los que el patógeno no se establece 
ni persiste, se establece pero causa poco o ningún daño, o se establece y causa enfermedad por un tiempo, 
pero luego la enfermedad se vuelve menos importante, aunque el patógeno pueda persistir en el suelo 
(Baker et al. 1974). En contraste, la enfermedad ocurre fácilmente en suelos no supresivos (o 
conducentes) donde las condiciones abióticas y bióticas son favorables para el patógeno. Los suelos 
supresivos de enfermedades son ejemplos destacados de la protección mediada por el microbioma contra 
infecciones de raíces causadas por patógenos transmitidos del suelo. La base microbiológica de los suelos 
supresores de enfermedades fue abordada por primera vez por (Henry 1931) y posteriormente 
ampliamente demostrada en otros estudios a través de la pasteurización del suelo, la aplicación de 
biocidas y el trasplante de suelos (Gómez Expósito et al. 2017). Además, se han detectado diversidades 
microbianas más altas en suelos supresores de enfermedades que en suelos propensos a enfermedades 
(Garbeva et al. 2004, Garbeva et al. 2006). A partir de estas observaciones y enfoques, se propusieron y, 
en varios casos, se identificaron diversos microorganismos y mecanismos subyacentes involucrados en la 
supresión específica de enfermedades. Se distinguen dos tipos de supresividad de enfermedades: 

Supresividad General: Se atribuye a la actividad de la comunidad microbiana colectiva y está a menudo 
asociada con la competencia por los recursos disponibles. La supresividad general de los suelos puede ser 
potenciada por la adición de materia orgánica. 

Supresividad Específica: Es resultado de las actividades concertadas de grupos específicos de 
microorganismos que interfieren con alguna etapa del ciclo de vida del patógeno transmitido por el suelo. 
A diferencia de la supresividad general, la supresividad específica puede ser transferida a suelos 
conducentes mezclando pequeñas cantidades (1-10% p/p) del suelo supresivo con el suelo conducente 
(Gómez Expósito et al. 2017). 

Históricamente, la rotación de cultivos es uno de los métodos de protección de plantas más antiguos, 
citado incluso en enseñanzas bíblicas. La rotación de cultivos es un método altamente eficiente para 
controlar muchas enfermedades, y esto se puede explicar por la gran especificidad del microbioma de las 
plantas, que mejora la diversidad microbiana general en el suelo. Una multitud diversa de patógenos 
existiendo como miembros normales de una comunidad microbiana en el suelo tienen un bajo potencial 
de brote. Sin embargo, en monocultivos, un aumento de la densidad de patógenos resulta en una 
enfermedad grave seguida de un aumento de microorganismos antagonistas que, en el mejor de los casos, 
causan supresividad (Mazzola 2004). Este fenómeno se identifica como una respuesta inmune del suelo a 
los fitopatógenos (Raaijmakers et al. 2016). Una vez descrita la base microbiana de la supresividad de 
enfermedades en los suelos mediante tratamientos térmicos, biocidas y/o trasplantes de suelo, los 
siguientes pasos tomados en estudios generalmente comprenden el aislamiento a gran escala y sin 
objetivos específicos de microorganismos del suelo en general, la rizósfera o el endosfera de plantas 
cultivadas en suelos supresores de enfermedades, seguido de la prueba de sus actividades contra el 
patógeno objetivo tanto in vitro  como in vivo. Siguiendo esta línea de investigación, se han propuesto 
varios géneros microbianos como contribuyentes a la supresividad específica de enfermedades. Estos 
incluyen Pseudomonas, Streptomyces, Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter, Alcaligenes, Pantoea, F. 

oxysporum no patogénico, Trichoderma, Penicillium janczewskii, Verticillium biguttatum, Pochonia 

chlamydosporia, Clonostachys/Gliocadium y Pythium oligandrum (Gómez Expósito et al. 2017). 
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La mayoría de los patógenos transmitidos por el suelo están adaptados para crecer y sobrevivir en el bulk 

soil, pero la rizósfera es el campo de juego y el tribunal de infección donde el patógeno establece una 
relación parasitaria con la planta. La rizósfera también es un campo de batalla donde la compleja 
comunidad, tanto la microflora como la microfauna, interactúan con los patógenos e influyen en el 
resultado de la infección del patógeno (Raaijmakers et al. 2009). La rizósfera de suelos caracterizados por 
su supresividad transferible puede ser una buena fuente de PGPR, aunque los suelos conducentes 
también contienen PGPR. El rasgo deseable de una buena colonización de raíces puede seleccionarse 
aislando bacterias que permanezcan adheridas a la superficie de la raíz o que incluso hayan penetrado en 
los espacios intercelulares entre la epidermis de la raíz y la corteza, después de un lavado exhaustivo de 
las raíces (Stutz et al. 1986). También se pueden usar técnicas de enriquecimiento para obtener 
colonizadores de raíces competitivos (Hallmann et al. 1997). Otro ejemplo de una metodología orientada 
al aislamiento de buenos colonizadores de raíz consiste en la inoculación de semillas con cepas candidatas, 
su germinación y desarrollo en un sistema axénico, y posterior aislamiento de las bacterias de la punta de 
las raíces obtenidas. Este ciclo puede repetirse y debe validarse en suelo natural (Kuiper et al. 2002).  

Los PGPR biocontroladores deben estar presentes en las raíces en números suficientes para tener un 
efecto beneficioso en la planta. Por ejemplo, se ha estimado que el nivel crucial de colonización que debe 
alcanzarse es de 105-106 UFC (Unidades Formadoras de Colonias) g–1 de raíz en el caso de Pseudomonas 

spp., que protegen las plantas de Gaeumannomyces tritici o Pythium spp. Por lo tanto, suponiendo que 
las raíces están colonizadas por 108-109 bacterias aeróbicas cultivables, se puede estimar que las 
Pseudomonas biocontroladoras representan normalmente el 0.1–1% de las poblaciones cultivables 
aeróbicas de rizobacterias en condiciones naturales (Bull et al. 1991). Los PGPR introducidos 
artificialmente pueden colonizar inicialmente las raíces a 107-108 UFC g–1, pero estos niveles siempre 
disminuyen en unas pocas semanas (Haas et al. 2005). Adicionalmente, cabe destacar que estos valores 
pueden ser especie-específicos, o incluso, cepa-específicos, como es el caso para cepas de Pseudomonas 
reportadas en (Lorch et al. 2024). Como ejemplo de la importancia de la capacidad de colonizar las raíces, 
estudios en Pseudomonas chlororaphis PCL1391 demostraron que mutantes defectuosos en actividades 
asociadas a la colonización perdían su capacidad de antagonizar a F. oxysporum (Dekkers et al. 2000).  

El biocontrol mediado por organismos PGPR puede afectar negativamente la densidad de población, la 
dinámica (temporal y espacial) y las actividades metabólicas de los patógenos del suelo principalmente a 
través de tres tipos de interacciones: competencia, antagonismo e hiperparasitismo (Raaijmakers et al. 
2009). En la rizósfera, la competencia ocurre por espacio en la superficie de las raíces y por nutrientes, 
especialmente aquellos liberados como exudados de semillas o raíces. Como se mencionó previamente, 
la colonización competitiva de la rizósfera y el establecimiento exitoso en la zona de las raíces es un 
requisito previo para un biocontrol efectivo, independientemente del mecanismo involucrado. En el caso 
de las bacterias PGPR, esto está relacionado adicionalmente, con la regulación de la síntesis de 
compuestos antagónicos a través de la densidad celular, a través del quorum sensing y otros mecanismos 
de control de la expresión génica (Blumer et al. 1999, Haas et al. 2005, Pierson III et al. 2007, Babitzke et 

al. 2019). Los mismos serán abordados posteriormente en este trabajo (Blumer et al. 1999, Haas et al. 
2005, Pierson III et al. 2007, Babitzke et al. 2019). Asimismo, el mecanismo PGPR de liberación de 
sideróforos ya descrito, puede ser en sí mismo un mecanismo de competencia y biocontrol. Siendo de 
particular relevancia en suelos calcáreos donde el pH alto conduce a una baja solubilidad del hierro 
(Raaijmakers et al. 2009).  
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Los efectos directos de biocontrol en patógenos de plantas del suelo pueden resultar del hiperparasitismo. 
Esto se documenta principalmente para Trichoderma y Gliocladium, y afecta a varios patógenos fúngicos, 
como Rhizoctonia, Sclerotinia, Verticillium y Gaeumannomyces (Harman et al. 2004). El hiperparasitismo 
por Trichoderma implica la secreción de quitinasas y celulasas, que liberan moléculas pequeñas del 
patógeno objetivo y provocan quimiotropismo hacia el mismo (Zeilinger et al. 1999). El contacto se sigue 
de una enrollamiento de las hifas alrededor de las hifas del patógeno, una digestión enzimática adicional 
de su pared celular y la penetración por parte de Trichoderma (Djonović et al. 2007, Vinale et al. 2008). 

Por último, el biocontrol puede estar mediado por el antagonismo ligado a la producción de metabolitos 
antimicrobianos secundarios, enzimas líticas y/o efectores. Como se menciona en la sección de 
mecanismos indirectos de promoción del crecimiento vegetal, la integridad de la pared celular de los 
patógenos puede ser afectada por enzimas secretadas por PGPR, incluyendo quitinasas, celulasas y 
proteasas (Mishra et al. 2020, Panchal 2022, Malik et al. 2023). Los efectores son biomoléculas clave en 
el biocontrol de fitopatógenos, ya que permiten a las bacterias reducir la virulencia de patógenos y 
modular la respuesta de las plantas. Un claro ejemplo es la secreción de efectores a través del sistema de 
secreción tipo III. Este sistema, inicialmente descubierto en bacterias patógenas, permite la introducción 
directa de efectores en las células huésped eucariotas, donde pueden suprimir la inmunidad de las 
plantas, manipular su fisiología y favorecer la colonización patógena  (Zboralski et al. 2022b, Zhang et al. 
2022). 

 

Metabolitos secundarios o especializados como mecanismo de biocontrol 

A pesar del uso común e histórico del término “secundario” para referirse a todo metabolito natural no 
ligado al crecimiento, el término es digno de controversia, como propone Julian Davies (Davies 2013). En 
la naturaleza, los microorganismos tienen mayormente tasas de crecimiento lentas y existen 
principalmente en fase estacionaria, muy lejanos a las condiciones artificiales que definen los metabolitos 
cómo “primarios” o “secundarios”. En contraste con lo rutinario en laboratorios de microbiología, la 
condición en dónde los microorganismos se encuentran en “fase de crecimiento” y en cultivos puros, son 
extremadamente limitadas en los ecosistemas. En condiciones ambientales, prima el desarrollo de 
comunidades complejas, con dinámicas de crecimiento dependientes de factores de variación continua y 
errática, así como de las interacciones intra-comunitarias que son definidas justamente por la producción 
de metabolitos especializados en competir por cada nicho del consorcio microbiano. En este contexto, el 
uso de metabolitos secundarios resulta antropocentrista y artificial, siendo el término metabolitos 
“especializados” más adecuado. En este manuscrito se utilizará este término para referirse a aquellos 
metabolitos que utilizan los microorganismos para adaptarse a su entorno, no ligados directamente con 
el crecimiento de los mismos, en concordancia con lo expuesto en (Davies 2013). 

En las últimas cuatro décadas, numerosos estudios han demostrado que los metabolitos especializados, 
incluidos los antibióticos, las enzimas y los volátiles producidos por bacterias asociadas al suelo y a las 
plantas, son factores clave en la supresión de patógenos vegetales. A menudo, los microorganismos 
antagonistas pueden producir una variedad de metabolitos antimicrobianos especializados diferentes, 
como los ya mencionados 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), pirrolnitrina, pioluteorina, fenazinas, 
lipopéptidos cíclicos y ácido cianhídrico en el caso de ciertas Pseudomonas. Los metabolitos 
antimicrobianos especializados también están involucrados en los efectos antagonistas de hongos como 
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Trichoderma y Gliocladium. La concentración a la que estos compuestos son tóxicos para bacterias 
patógenas, hongos y nematodos depende del compuesto y del objetivo. En los patógenos fúngicos, 
pueden afectar la cadena de transporte de electrones (fenazinas, pirrolnitrina), la actividad de 
metaloenzimas como las oxidasas de citocromo c que contienen cobre (ácido cianhídrico), la integridad 
de la membrana (biosurfactantes) o la membrana celular y los zoosporos (DAPG, biosurfactantes) (Haas 

et al. 2005, Raaijmakers et al. 2006, Kennedy et al. 2015). El papel de varios metabolitos antimicrobianos 
secundarios en la protección de las plantas se ha demostrado mediante la comparación de cepas tipo 
salvaje y derivados mutantes incapaces de producirlos. Los resultados de estos estudios han indicado que 
múltiples metabolitos antimicrobianos pueden jugar un papel importante en el mismo patosistema (Haas 

et al. 2005). Por ejemplo, tanto las habilidades de Pseudomonas protegens CHA0 para producir ácido 
cianhídrico como DAPG contribuyen a la supresión de la podredumbre negra de la raíz del tabaco mediada 
por Thielaviopsis basicola. Sin embargo, las comparaciones a nivel de población de cepas de biocontrol 
indicaron que algunos de estos compuestos juegan un papel más significativo que otros en la protección 
de las plantas. Los metabolitos especializados de tipo antimicrobiano han recibido una atención 
investigativa extensa, en parte porque se piensa que contribuyen en gran medida a la supresión de 
enfermedades en el suelo (Nandi et al. 2015). 

 

El género Pseudomonas y el biocontrol 

Pseudomonas fue uno de los primeros géneros procarióticos en ser descritos (Migula 1897). Por ello, está 
íntimamente ligado a la historia de la bacteriología desde los albores de la ciencia moderna. El género 
Pseudomonas pertenece a las Gammaproteobacteria, una clase de bacterias que emergió de los 
Hydrobacteria hace 1,75 mil millones de años, previo a la colonización de la tierra por parte de las plantas 
(Battistuzzi et al. 2009). La historia evolutiva del género Pseudomonas se basa en cientos de millones de 
años medrados principalmente en hábitats acuáticos en ausencia de plantas superiores (Morris et al. 
2013). Actualmente, es uno de los géneros más ubicuos en el mundo. Las especies de Pseudomonas 
forman un grupo taxonómica y genéticamente diverso de bacterias aeróbicas, Gram-negativas, 
quimioheterotróficas, móviles y en forma de bacilo (Mercado-Blanco et al. 2007). El género se divide en 
varios grupos filogenéticos con más de 330 especies validadas científicamente, aunque constantemente 
se describen nuevas especies, incluso durante la escritura del presente trabajo (Liao et al. 2024). Muchas 
de ellas viven en asociación con plantas y animales, principalmente como saprófitas, pero algunas son 
patógenas para ambos grupos. Las bacterias del género Pseudomonas tienen aplicaciones útiles en 
biotecnología cómo la promoción directa del crecimiento de plantas, biorremediación y el biocontrol (Peix 

et al. 2009). La mayoría de los agentes de biocontrol de Pseudomonas han sido aislados del suelo, la 
rizósfera de las plantas o del agua. Son buenos colonizadores de raíces y son bien conocidos por su 
capacidad para controlar patógenos del suelo. Algunas cepas también pueden proteger contra patógenos 
de las hojas al inducir resistencia sistémica en las plantas. Por lo general, no sobreviven bien en las partes 
aéreas de las plantas, excepto por algunas cepas de biocontrol de Pseudomonas del grupo Pseudomonas 

syringae (Höfte 2021). 

Las especies y los grupos filogenéticos de Pseudomonas se han delineado en base a análisis de secuencias 
de múltiples loci (MLSA) utilizando genes “housekeeping” como 16S ARNr (ARN ribosomal), gyrB, rpoB, 

rpoD, gltX y pepN (Mulet et al. 2010, Gomila et al. 2015, Lalucat et al. 2020, Garavaglia et al. 2023) y 
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secuencias de genomas completos (Garrido-Sanz et al. 2016, Hesse et al. 2018). El gen 16S ARNr permite 
la diferenciación del género Pseudomonas, pero no siempre a nivel de especie, por lo que para la 
discriminación de muchas especies son particularmente útiles los genes rpoD, gyrB y rpoB (Mulet et al. 
2010), o rpoD, pepN y gltX (Garavaglia et al. 2023).  

Las Pseudomonas que interactúan con plantas incluyen fitopatógenos agrupados en el grupo P. syringae 
que son los agentes etiológicos de manchas foliares, tizones y marchitamientos en plantas huésped 
susceptibles. Otros miembros (por ejemplo, ciertas cepas de P. fluorescens, P. putida o P. aeruginosa) son 
conocidos por ser beneficiosos para las plantas (Mercado-Blanco et al. 2007). Muchas cepas de 
Pseudomonas pueden promover el crecimiento de las plantas directamente en ausencia de patógenos al 
aumentar la disponibilidad y absorción de nutrientes minerales. Actividades de solubilización de fosfatos 
se han reportado en aislamientos taxonómicamente cercanos a las especies P. chlororaphis, P. putida, P. 

aeruginosa, P. monteilii, P. plecoglossicida, P. fluorescens, P. fulva y P. mosselii (Pathma et al. 2011a, 
Agaras et al. 2015). Se han reportado Pseudomonas que poseen un rol crucial en la en la respuesta vegetal 
frente a diferentes tipos de estrés. Por ejemplo, ante el estrés por metales pesados, P. koreensis AGB-1 
aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes catalasas y superóxido dismutasa y reduce la actividad 
del malondialdehído, mejorando la estabilidad y el crecimiento de las plantas en suelos contaminados. 
Asimismo, en condiciones de sequía, P. putida MTCC5279 incrementa la biosíntesis de prolina y disminuye 
la acumulación de malondialdehído, favoreciendo la germinación y el crecimiento vegetal (Rajkumar et 

al. 2017). (Meyer 2000). En el mismo sentido, distintas especies de Pseudomonas han mostrado ser 
productores de fitohormonas, como el ácido indol-3-acético (IAA) (reportado originalmente para P. 

putida) y citoquininas (P. fluorescens), así como la enzima ACC deaminasa (P. stutzeri, P. putida, P. 

fluorescens). El conjunto de estas actividades vuelve al género Pseudomonas una cuantiosa fuente de 
características de promoción del crecimiento, sin embargo, cómo ya se mencionó previamente, existen 
aún más cualidades que establecen a las Pseudomonas como uno de los géneros bacterianos más 
relevantes para para la búsqueda de actividades de promoción del crecimiento vegetal, que son aquellas 
asociadas al biocontrol (Pathma et al. 2011a, Rajkumar et al. 2017).(Pathma et al. 2011a, Rajkumar et al. 
2017, Schalk et al. 2020). 

Las Pseudomonas fluorescentes son un grupo extensamente estudiado de PGPR que ha mostrado ser 
efectivo en la protección de plantas cultivadas contra importantes patógenos de raíces, mayormente 
fúngicos, destacando su potencial en estrategias de control biológico en la agricultura (Haas et al. 2005). 
Las Pseudomonas fluorescentes son el grupo más estudiado dentro del género Pseudomonas. Este grupo 
incluye especies como P. aeruginosa, que es la especie tipo del género; y los grupos taxonómicos de cepas 
de las especies P. aureofaciens, P. chlororaphis, P. putida, P. fluorescens, así como las especies patógenas 
de plantas P. cichorii y P. syringae. Respecto al biocontrol, se destaca el grupo conformado por P. 

chlororaphis, P. protegens y P. corrugata, denominado grupo CPC, por ser especialmente rico en 
aislamientos con actividades ligadas a la promoción indirecta del crecimiento vegetal (Vacheron et al. 
2016). Las Pseudomonas fluorescentes deben su nombre a la pioverdina, la cual gran parte de las cepas 
pueden sintetizar (Meyer 2000), así como otros sideróforos, incluyendo las pseudobactinas. 
Adicionalmente, se han reportado más tipos de sideróforos en el género con menor afinidad por Fe+3, 
como por ejemplo, la pioquelina producida por P. aeruginosa o la pseudomonina (isoxazolidona) 
reportada para P. fluorescens, P. stutzeri y P. putida (Pathma et al. 2011a). Otros sideróforos producidos 
por cepas de Pseudomonas incluyen a la enantio-pioquelina, achromobactina, corrugatina y la 
(tio)quinolobactina (Schalk et al. 2020). Cómo se describió previamente, los sideróforos no sólo poseen la 
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capacidad de ser absorbidos por las plantas para contribuir a su nutrición, sino que pueden servir de 
molécula biocontroladora mediante la competición de hierro en la rizósfera. En suelos aireados, neutros 
o alcalinos, el Fe+3 es poco soluble; el total de las especies de Fe+3 solubles representan aproximadamente 
10-10 M en equilibrio con el hierro del suelo. En medios empobrecidos de hierro in vitro, las Pseudomonas 
spp. que producen pioverdina inhiben el crecimiento de bacterias y hongos con sideróforos menos 
potentes. Por lo tanto, bajo ciertas condiciones, los sideróforos funcionan como un antibiótico 
bacteriostático o fungistático difusible. Por ejemplo, bajo condiciones de invernadero, la cepa P. putida 
B10 suprimió la marchitez por Fusarium (Elad et al. 1985, Keel et al. 1989). Esta supresión es perdida al 
enmendar el suelo con hierro lo que, a su vez, reprime la producción de sideróforos en esta cepa. Sin 
embargo, esta actividad parece depender fuertemente de las condiciones del suelo (Loper et al. 1991), 
como para la cepa P. protegens CHA0 (Keel et al. 1989). En síntesis, la evidencia indica que los sideróforos 
de Pseudomonas podrían contribuir a la supresión de enfermedades en algunas situaciones, pero por sí 
solos no son suficientes para explicar la supresión (Haas et al. 2005).  
 
Otros mecanismos de biocontrol también se han reportado para cepas PGPR de Pseudomonas. Existen 
numerosos ejemplos de ISR, como por ejemplo la producción de DAPG por P. protegens CHA0, que 
demostró ser un activador de ISR determinante para plantas de tomate frente a P. syringae (Rezzonico et 

al. 2007) y de producción de enzimas degradantes de la pared, como para cepas de P. fluorescens (Pierson 
III et al. 1992, Neiendam Nielsen et al. 1999). Más ejemplos fueron presentados en la sección de 
mecanismos de promoción indirecta del crecimiento vegetal de esta Introducción. 

Ya sea en estado planctónico o establecidas en un biofilm, las especies de Pseudomonas beneficiosas para 
las plantas deben competir contra otros microorganismos que habitan en la rizósfera para acceder a los 
rizodepósitos y nichos presentes en la cercanía a la raíz. Para este fin, una de las estrategias presentes en 
el género es la biosíntesis y secreción de moléculas que les confieren competitividad al enfrentarse a otros 
microorganismos y defensas de las plantas. Dado el amplio rango de ambientes y asociaciones a distintas 
especies de plantas en las que podemos encontrar a las Pseudomonas, este panorama demuestra la 
importancia de la diversidad de compuestos de actividad antimicrobiana que pueden sintetizar  (Zboralski 
et al. 2020). La producción de la amplia variedad de metabolitos antimicrobianos por Pseudomonas 
fluorescentes se considera una de las características más importantes de su biocontrol. Desde la llegada 
de las tecnologías de ADN (Ácido desoxirribonucleico) recombinante, se ha demostrado la importancia de 
la producción de antibióticos en el biocontrol de Pseudomonas fluorescentes utilizando mutantes 
deficientes en su producción y se han hecho esfuerzos concertados para estudiar la gran diversidad de 
compuestos con actividad antimicrobiana resultante de la gran diversidad y adaptabilidad del género 
(Höfte 2021). La primera demostración experimental clara de que un antibiótico de Pseudomonas puede 
suprimir enfermedades de las plantas en un ecosistema fue en 1988, en la que se identificó un antibiótico 
del grupo de las fenazinas, el ácido fenazina-1-carboxílico (PCA), como un factor de biocontrol producido 
por P. fluorescens 2-79 (Thomashow et al. 1988). Se encontró que esta cepa, originalmente aislada de la 
rizósfera del trigo, suprimía la enfermedad de pie negro causada por el patógeno fúngico 
Gaeumannomyces graminis var. tritici en trigo. Los mutantes negativos para PCA están parcialmente 
desprovistos de su capacidad para inhibir el hongo in vitro y para suprimir la enfermedad in vivo. Con 
relativamente pocas excepciones, las cepas efectivas de biocontrol de Pseudomonas producen 
antibióticos difusibles y/o volátiles que inhiben patógenos (Haas et al. 2003).  
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La notable diversidad ecológica y metabólica de las especies de Pseudomonas se refleja en los genomas 
de estas bacterias. Esto es particularmente evidente por el tamaño relativamente pequeño del genoma 
central que se comparte entre las especies de Pseudomonas. El genoma central típicamente incluye genes 
de mantenimiento y ARN (Ácido ribonucleico) que son esenciales para la supervivencia del organismo, 
pero la mayoría de los genes en una Pseudomonas sp. individual son específicos de la especie o 
compartidos por un subconjunto de especies. Estos genes comprenden el genoma flexible de 
Pseudomonas, que refleja la adaptación de cepas individuales a un estilo de vida específico. Los genes que 
confieren la biosíntesis de metabolitos especializados son un componente de este repertorio genético, 
que media las interacciones de la bacteria con huéspedes de plantas o animales, sus co-inquilinos 
microbianos o depredadores en el ambiente. Los metabolitos especializados desempeñan roles 
importantes en los diversos estilos de vida de las especies de Pseudomonas, funcionando en la adquisición 
de nutrientes, la virulencia y la defensa contra competidores y depredadores enfrentados en hábitats 
naturales (Gross et al. 2009, Pathma et al. 2011, Höfte 2021). 

 

Metabolitos de Pseudomonas relevantes para el biocontrol de fitopatógenos 

Los antibióticos abarcan un grupo químicamente heterogéneo de compuestos orgánicos de bajo peso 
molecular producidos por microorganismos que son perjudiciales para el crecimiento o las actividades 
metabólicas de otros microorganismos (Thomashow et al. 1988). Generalmente, los antibióticos actúan 
sobre varios procesos vitales en los microorganismos, incluyendo la biosíntesis de la pared celular y la 
síntesis de ADN, ARN y proteínas. Los componentes estructurales de los antibióticos parecen haber 
existido en la biosfera durante miles de millones de años, como lo demuestra el número de derivados 
primordiales de aminoácidos (muchos de ellos componentes de péptidos no ribosomales) encontrados en 
meteoritos y productos de condiciones de reacción "prebióticas" (Davies 1990). Se ha calculado que la vía 
biosintética de una molécula de policétido, como la eritromicina, puede haber evolucionado hace unos 
800 millones de años, y la vía biosintética de la estreptomicina tendría al menos 600 millones de años 
(Baltz 2008). Se piensa que probablemente las moléculas similares a los antibióticos modernos jugaron un 
papel importante en los inicios de la evolución bioquímica como efectores o como catalizadores en una 
variedad de reacciones de condensación, como la transcripción y la traducción. Además, se especula que, 
con el tiempo, estas moléculas conservaron su capacidad de interactuar con los sitios receptores en los 
ácidos nucleicos y las proteínas, lo que les confiere su actividad como antibióticos (Davies et al. 2010). 

La evidencia de que los antibióticos juegan un papel en la supresión de enfermedades radiculares se basa 
en alguno o varios de los siguientes argumentos y/o experimentos, originalmente propuestos por (Haas 

et al. 2003): 

1) El compuesto antimicrobiano de interés es producido in vitro por la cepa de biocontrol, se 
identifica químicamente e inhibe microorganismos fitopatógenos in vitro. La inhibición puede 
ocurrir por difusión en el medio de crecimiento o, en el caso de compuestos volátiles como el 
HCN, en la fase gaseosa. 

2) Se identifican los genes estructurales y regulatorios más importantes necesarios para producir el 
antibiótico, aislando mutantes no productores o cepas super-productoras y caracterizando los 
genes involucrados.  
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3) El antibiótico se detecta en la rizósfera. Esto puede ser una tarea compleja, porque los antibióticos 
comúnmente se adsorben a la materia orgánica del suelo y a los minerales inorgánicos del suelo 
(Gottlieb 1976). Usualmente, los antibióticos se recuperan por extracción con solventes 
orgánicos, se purifican mediante extracción en fase sólida y HPLC en fase reversa. La identificación 
química se basa luego en el tiempo de retención en HPLC y en las propiedades espectrales 
(absorción UV/visible, fluorescencia cuando sea apropiado, y espectrometría de masas).  

4) Los mutantes negativos para antibióticos pueden ofrecer una protección reducida a las plantas 
en sistemas de ensayo que consisten en suelo estéril o natural, una planta huésped y un patógeno, 
en comparación con la cepa de biocontrol de tipo silvestre. En cepas de biocontrol que producen 
múltiples antibióticos, los mutantes que carecen de un antibiótico pueden no perder la capacidad 
supresora porque los mecanismos reguladores homeostáticos pueden compensar la pérdida de 
un antibiótico sobre-produciendo otro, manteniendo así la producción total de antibióticos y el 
biocontrol (Schnider-Keel et al. 2000b). Por lo tanto, puede ser útil transferir los genes 
estructurales del antibiótico a una cepa que normalmente no produce este antibiótico. Si la cepa 
transgénica manifiesta propiedades de biocontrol superiores a las de la cepa receptora, entonces 
hay un buen argumento para que el antibiótico sea un factor de biocontrol. 

5) La expresión de genes biosintéticos de antibióticos puede ser monitoreada in situ, fusionando 
el(los) gen(es) estructural(es) del antibiótico a un gen reportero y monitoreando su expresión, por 
ejemplo, lacZ (β-galactosidasa), luxAB (luciferasa), inaZ (proteína de nucleación de hielo) o gfp 
(GFP). Las bacterias que llevan la construcción reportera se recuperan de la rizósfera y se analizan 
para detectar actividad reportera. Alternativamente, se recolectan exudados de raíces y semillas 
y se prueban para la estimulación de la expresión reportera in vitro.  

6) Un criterio final es si la producción de antibióticos en la rizósfera es relevante para la capacidad 
ecológica de la cepa productora. Si es así, esto reforzaría el concepto de un papel ecológico de los 
antibióticos. La aptitud ecológica es el criterio más delicado de evaluar y quizás no sea decisivo en 
términos de capacidad de biocontrol. 

 

El amplio interés en las especies de Pseudomonas se debe, en parte, a la diversidad química de 
compuestos producidos con actividad antimicrobiana. La primera secuencia genómica de un agente de 
biocontrol del género Pseudomonas, correspondiente a la cepa P. protegens Pf-5, se publicó en 2005 
(Paulsen et al. 2005) y, desde entonces, se han secuenciado numerosas otras especies y cepas de 
Pseudomonas en búsqueda de más metabolitos antimicrobianos. Los grupos de metabolitos antibióticos 
más estudiados en el género son: las fenazinas, los pirroles, los policétidos (principalmente pioluteorina y 
DAPG), los péptidos de actividad antibiótica (también llamadas bacteriocinas), los lipopéptidos y 
ramnolípidos con actividad surfactante y los compuestos volátiles (principalmente HCN) (Haas et al. 2003, 
Haas et al. 2005, Gross et al. 2009, Pathma et al. 2011b, Raaijmakers et al. 2012, Zboralski et al. 2020, 
Höfte 2021). A continuación, se detallará más información acerca de cada familia de moléculas relevantes 
para el género (Figura 3). 
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Figura 3: Principales compuestos con actividad antimicrobiana de Pseudomonas (fenazinas, pirroles, policétidos, 
lipopéptidos, volátiles y otros). 
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Fenazinas 

Las fenazinas son una gran clase de metabolitos especializados conocidos por su potencial redox y que 
son producidos por muchas bacterias Gram-positivas (por ejemplo, Streptomyces) y Gram-negativas (por 
ejemplo, Pseudomonas), o por especies de arqueas como Methanosarcina (Abken et al. 1998). La 
estructura central de las fenazinas es un anillo de pirazina (1,4-diazabenceno) con dos bencenos anulares. 
Su descubrimiento temprano a mediados del siglo XIX se facilitó por el hecho de que las fenazinas son 
compuestos intensamente coloridos (Blankenfeldt et al. 2014). En 1859, Fordos describió la extracción de 
un pigmento azul, responsable de la coloración del "pus azul" observado en pacientes que sufrían de 
heridas purulentas graves, y nombró al pigmento azul "piocianina" (PYO) (Figura 3), a partir de las palabras 
griegas para "pus" y "azul". Desde entonces, se han descrito más de 180 productos naturales del grupo de 
las fenazinas en la literatura (Guttenberger et al. 2017). Se ha demostrado que algunas fenazinas exhiben 
actividades antibióticas, antifúngicas, insecticidas, antitumorales, quimiopreventivas contra el cáncer, 
antiplasmodiales, antimaláricas y antiparasitarias. Las fenazinas se producen en etapas tardías del 
crecimiento a altas densidades celulares y se ha demostrado que los organismos productores de fenazinas 
tienen una mayor longevidad en el medio ambiente natural que sus contrapartes no productoras de 
fenazinas (Mavrodi et al. 2013). Las fenazinas están entre los metabolitos especializados más abundantes 
producidos por las Pseudomonas fluorescentes, debido en parte a la presencia en el operón de fenazina 
del gen phzC, que codifica una enzima tipo II 3-desoxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato sintasa que, una 
vez alcanzado el tamaño de población umbral para la detección de quorum y activada la expresión del 
operón, es capaz de desviar metabolitos de carbono hacia la vía del shikimato para la síntesis de fenazinas 
(Mavrodi et al. 2013). Se han identificado varios modos de acción de las fenazinas, que incluyen la 
reducción del oxígeno molecular a especies reactivas de oxígeno (ROS), la facilitación de la generación de 
energía, la participación en la homeostasis del hierro mediante la reducción de Fe(III), la participación 
como moléculas señalizadoras mediante la activación del factor de transcripción asociado a hierro SoxR, 
la interacción y entrelazado de ADN π-π, y la morfogénesis de biofilms a través de la influencia sobre el 
estado redox intracelular (Guttenberger et al. 2017). Prácticamente todas las fenazinas producidas por P. 

fluorescens, P. chlororaphis y P. aeruginosa inhiben a los fitopatógenos fúngicos, incluidos G. graminis var. 
tritici, Fusarium oxysporum, Pythium spp., R. solani,  Gibberella avenacea, Alternaria spp. y Drechslera 

graminea (Mavrodi et al. 2006). La mayoría de las fenazinas producidas por Pseudomonas spp. son 
derivados simples sustituidos con carboxilo e hidroxilo, pero sus propiedades físicas y, en consecuencia, 
su actividad antibiótica, difieren según la naturaleza y la posición de los sustituyentes en el anillo 
heterocíclico. De las fenazinas mencionadas, el ácido 2-hidroxifenazina-1-carboxílico de P. aureofaciens, 
la 1-hidroxifenazina y la fenazina-1-carboxamida (Figura 3) de P. aeruginosa tienen la mayor actividad 
antifúngica global in vitro (Mavrodi et al. 2006). 

 

Pirroles 

La pirrolnitrina (3-cloro-4-(2’-nitro-3’-clorofenil) pirrol) (Figura 3) es un metabolito antifúngico derivado 
del triptófano de amplio espectro cuya actividad ha sido comprobada contra hongos Ascomycetes, 
Deuteromycetes y Basidiomycetes (Ligon et al. 2000). Por lo tanto, la pirrolnitrina se utiliza ampliamente 
como fungicida en la agricultura (Pathma et al. 2011b). El grupo de cuatro genes biosintéticos prnABCD, 
fue descrito por primera vez en P. chlororaphis subsp. aurantiaca BL915, que sintetizan pirrolnitrina a 
partir de L-triptófano como sustrato (Hill et al. 1994, Kirner et al. 1998) y está altamente conservado en 



Tesis doctoral  Federico Muzio 
 

35 
 

cepas productoras de pirrolnitrina, entre las que se encuentran cepas del subgrupo P. protegens y P. 

chlororaphis. Las cepas de Pseudomonas pueden haber obtenido este grupo de genes mediante 
transferencia horizontal de genes (Costa et al. 2009). Cabe destacar que a partir de la pirrolnitrina se han 
podido sintetizar los fungicidas fenilpirroles, fenpiclonil y fludioxonil, que se han descrito como 
antimicrobianos contra múltiples enfermedades fúngicas de cultivos para tratamiento de semillas o foliar 
(Kilani et al. 2016). 

 

Policétidos 

Los policétidos son una clase estructural y funcionalmente diversa de metabolitos secundarios producidos 
por bacterias y hongos, con propiedades antimicrobianas, terapéuticas y fitotóxicas. La biosíntesis de 
policétidos es similar a la biosíntesis de ácidos grasos y está mediada por las policétido-sintasas, que son 
capaces de producir compuestos más diversos que las sintasas de ácidos grasos. En Pseudomonas 
beneficiosas para las plantas, los principales policétidos descritos son la pioluteorina, la mupirocina, las 
rizoxinas y el 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG), la mupirocina y la pioluteorina (Höfte 2021). La 
pioluteorina (Figura 3) es un producto híbrido derivado de la actividad de una sintetasa de péptidos no 
ribosomales y una sintetasa de policétidos, que consiste en un anillo de resorcinol unido a una porción de 
pirrol diclorada y su biosíntesis es exclusiva del género Pseudomonas. La pioluteorina es producida por 
cepas de Pseudomonas pertenecientes al subgrupo de P. protegens (Ramette et al. 2011) y algunos 
aislados de P. aeruginosa (HU et al. 2005). Se ha encontrado que pioluteorina es particularmente eficaz 
contra el oomicete Pythium ultimum causante de la enfermedad de damping-off en algodón y berro 
(Maurhofer et al. 1992). El mecanismo por el cual impide el crecimiento de oomicetes es actualmente 
desconocido (Zboralski et al. 2020, Clough et al. 2022, Leclère et al. 2022), aunque puede estar ligado a 
su capacidad de regular la biosíntesis de 2,4-diacetilfloroglucinol, otro metabolito de actividad 
antimicrobiana (Bennett et al. 1999, Luo et al. 2024). El cluster de genes biosintéticos de pioluteorina fue 
descrito por primera vez en P. protegens Pf-5. Comprende 17 genes e incluye genes estructurales 
(pltABCDEFGLM) y genes involucrados en el eflujo (pltIJKNOP) y la regulación (pltZ y pltR) (Gross et al. 
2009).  Otro ejemplo de policétido, la mupirocina (Figura 3), también conocida como ácido pseudomónico, 
es un antibiótico policetídico natural de Pseudomonas fluorescentes. La mupirocina producida por P. 

fluorescens NCIMB 10586 es altamente activa contra Staphylococcus aureus y una variedad de organismos 
Gram-positivos (El-Sayed et al. 2003). La 2,3-deepoxi-2,3-didehidrorhizoxina (DDR) es otro ejemplo de 
polcétido, producido por P. chlororaphis MA342, el cual es eficaz contra varios hongos fitopatógenos, 
incluyendo la mancha de red de cebada causada por el hongo Drechslera teres (Tombolini et al. 1999). 

Las rizoxinas, producidas por algunas cepas del subgrupo P. protegens (D'aes et al. 2010, Takeuchi et al. 
2015) y P. chlororaphis MA342 (Ligon et al. 2000), tienen actividad contra hongos y oomicetes. Son 
macrólidos policétidos y deben sus propiedades antifúngica a su afinidad por la β-tubulina. Los genes de 
biosíntesis de rizoxina fueron descritos por primera vez en el endosimbionte de Rhizopus, Burkholderia 

rhizoxina, y son ortólogos a los genes de biosíntesis encontrados en P. protegens Pf-5. La principal rizoxina 
producida por Pf-5 inhibe el crecimiento del hongo fitopatógeno Fusarium oxysporum (Brendel et al. 
2007). 

Finalmente, el 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) (Figura 3) es un antibiótico policetídico producido por 
cepas de Pseudomonas que pertenecen predominantemente a los subgrupos P. protegens y P. corrugata 
y por algunas cepas aisladas en otros grupos taxonómicos (Almario et al. 2017). Juega un papel clave en 
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el biocontrol de enfermedades de raíces y plántulas, y es activo contra hongos, oomicetes, nematodos y 
bacterias. DAPG es fitotóxico a altas concentraciones. Las cepas de Pseudomonas productoras de DAPG 
se han aislado típicamente de suelos supresivos del take-all, una enfermedad importante de las raíces del 
trigo causada por Gaeumannomyces graminis var. tritici (Weller et al. 2007). El clúster de genes DAPG está 
altamente conservado y comprende nueve genes involucrados en la biosíntesis (phlACB y phlD), el eflujo 
(phlEI), la degradación (phlG) y la regulación (phlH y phlF). Además de su papel en la antibiosis directa, el 
compuesto puede inducir resistencia sistémica en Arabidopsis contra los fitopatógenos Hyaloperonospora 
parasitica (Iavicoli et al. 2003) y Botrytis cinerea (Chae et al. 2020), y contra P. syringae en tomate (Weller 

et al. 2012), al desencadenar respuestas de defensa mediadas por jasmonato y etileno. El DAPG puede 
promover la exudación de aminoácidos desde las raíces de las plantas al bloquear la entrada de 
aminoácidos y estimula la ramificación de raíces en tomate al interactuar con la vía de señalización 
dependiente de auxina (Brazelton et al. 2008). 

Bacteriocinas  

Las bacteriocinas son péptidos y proteínas secretadas que incluyen una amplia gama de compuestos 
estructural y funcionalmente diversos. Son perjudiciales para bacterias que están estrechamente 
relacionadas con aquellas que las producen, en contraste con la mayoría de otros compuestos 
antimicrobianos producidos por Pseudomonas biocontroladoras, los cuales son efectivos contra 
microorganismos filogenéticamente distantes y raramente afectan a bacterias del mismo género. Por lo 
tanto, las bacteriocinas juegan un papel importante en el control de bacterias estrechamente relacionadas 
en la rizósfera, especialmente Pseudomonas spp. (Bruce et al. 2017). La primera identificación de una 
bacteriocina en Pseudomonas data de 1954, en P. pyocyanea (ahora conocido como P. aeruginosa), quien 
denominó la sustancia descubierta como “pyocin”, por analogía con las colicinas, que son bacteriocinas 
descritas en E. coli (Jacob 1954). Desde entonces, se han descrito muchas bacteriocinas en el género 
Pseudomonas, lo que ha generado la categorización de las piocinas en diferentes familias: S-, R- y F- 
(Chavan et al. 2007). El género Pseudomonas alberga también otras bacteriocinas, como proteínas de 
punto de reordenamiento (Rhs), bacteriocinas similares a lectinas, microcinas, y el sistema de inhibición 
dependiente del contacto (Cdi). Las bacteriocinas afectan la supervivencia celular a través de modos de 
acción distintos, como la actividad nucleasa contra ADN, ARNt (ARN de transferencia) y ARNr, 
desorganización de la pared celular o despolarización de la membrana mediante formación de poros 
(Ghequire et al. 2014).  

Lipopéptidos 

Los lipopéptidos no ribosomales (NRLP, sigla de la expresión en inglés non-ribosomal lipopeptide) son 
productos naturales peptídicos que contienen una porción lipídica y son producidos por sintetasas de 
péptidos no ribosomales (NRPS, sigla de la expresión en inglés non-ribosomal peptide synthetase) o 
sintetasas híbridas de policétidos-péptidos no ribosomales (PKS-NRPS). Muchos NRLPs tienen 
propiedades anfifílicas, lo que los convierte en biosurfactantes eficientes. Permiten que el organismo 
productor realice swarming, una forma de movilidad sobre superficies dependiente de flagelos, e influyen 
en la formación o degradación de biofilms al alterar la tensión superficial del entorno. Además, los NRLPs 
son capaces de lisar biomembranas y, por lo tanto, muestran actividades antimicrobianas y citotóxicas 
(Götze et al. 2020a). Las Pseudomonas también biosintetizan lipopéptidos NRLPs, que consisten en un 
oligopéptido (8-25 aminoácidos) que está acilado en el extremo N-terminal con un ácido graso lineal (C5-
C16). La porción lipídica suele ser un ácido β-hidroxilado con una configuración R del centro estérico que 
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también pueden ser bis-hidroxilados, insaturados, o contener un segundo grupo carboxilo. La parte 
oligopeptídica puede consistir en una mezcla de aminoácidos proteinogénicos, modificados o no, y no 
proteinogénicos. Estos incluyen aminoácidos deshidratados (ácido 2,3-dehidroaminobutírico), clorados 
(4-cloro-treonina), configuraciones D-/allo, acilados (N5-acetil-N5-hidroxi-ornitina) o hidroxilados (ácido 
3-hidroxi-aspártico o la rara α-hidroxi-ornitina). A pesar de su diversidad estructural, los lipopéptidos de 
Pseudomonas, con la excepción del grupo de la siringomicina, la corrugatina y las ferrocinas, comparten 
la característica de que al menos la mitad de todos los aminoácidos utilizados para construir el 
oligopéptido son hidrofóbicos (Ala, Val, Leu, Ile, Phe). Curiosamente, la gran mayoría de los lipopéptidos 
de Pseudomonas no son lineales, sino que presentan un anillo de macrolactona que se forma entre el C-
terminal del péptido y un grupo hidroxilo de una serina o treonina. Todos los lipopéptidos cíclicos (CLPs) 
conocidos de Pseudomonas se pueden dividir en dos categorías: CLPs cortos (8-14 aminoácidos) y CLPs 
largos (18-25 aminoácidos). Las propiedades fisicoquímicas de los lipopéptidos de Pseudomonas influyen 
directamente en sus diversas actividades biológicas. Los CLPs y LLPs (lipopéptidos lineales) pueden 
integrarse en las membranas plasmáticas y cambiar la fluidez de los microdominios, aunque el mecanismo 
exacto para la mayoría de los lipopéptidos es desconocido y es fuente de controversia. Esto puede llevar 
a una reorganización de la arquitectura de la membrana plasmática que potencialmente desencadena la 
despolarización y la fuga o el influjo de iones, lo que puede causar la muerte celular o una proliferación 
celular deficiente. Por lo tanto, la mayoría de los CLPs muestran propiedades antimicrobianas, citotóxicas 
y fitotóxicas (Götze et al. 2020b).  

Otro lipopéptido relevante es la viscosinamida, un CLP producido por P. fluorescens DR54 (Nielsen et al. 
1999), muestra propiedades antifúngicas y tensioactivas prominentes (Nielsen et al. 2000). Este 
compuesto ha demostrado ser altamente efectivo contra Rhizoctonia solani (Thrane et al. 2001). Por otro 
lado, la tensina, un lipodecapéptido cíclico producido por P. fluorescens 96.578, también ha mostrado 
efectividad inhibiendo R. solani en remolacha azucarera (Nielsen et al. 2000). Estos lipopéptidos resaltan 
por su capacidad para controlar patógenos fúngicos en aplicaciones agrícolas, subrayando su potencial 
como agentes biocontroladores en la protección de cultivos (Pathma et al. 2011a). Otro ejemplo de CLPs 
son las orfamidas (Figura 3), identificadas en primera instancia en P. protegens Pf-5, y determinantes 
importantes de la motilidad superficial en la cepa de biocontrol P. protegens CHA0 en el suelo (Muzlera 

et al. 2024). Las orfamidas están compuestas por 10 aminoácidos y una cola de ácido 3-
hidroxidodecanoico o tetradecanoico y son biosurfactantes involucrados en la lisis de zoosporas de 
oomicetes, el control biológico de Rhizoctonia y la actividad insecticida contra pulgones (Ma et al. 2016). 

 

Volátiles 

El ácido cianhídrico (HCN) es un compuesto volátil que inhibe la citocromo c oxidasa, el componente 
terminal de la cadena respiratoria en muchos organismos. En procariotas, la producción de HCN parece 
estar restringida a las Proteobacterias y a ciertas cianobacterias (Blumer et al. 1999). Dentro del género 
Pseudomonas, los productores conocidos de HCN se encuentran en el grupo P. aeruginosa y en varios 
subgrupos del grupo P. fluorescens. Prácticamente todos los productores de DAPG en el subgrupo P. 

corrugata y P. protegens también producen HCN, y esta característica también es común en el subgrupo 
P. chlororaphis (Höfte 2021). El clúster de biosíntesis que es responsable de la producción de HCN a partir 
del precursor metabólico glicina posee tres genes, hcnABC, el cual parece ser ancestral en las cepas de 
Pseudomonas asociadas a raíces (Frapolli et al. 2012). La producción de HCN por P. protegens CHA0 
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contribuye a la supresión de la podredumbre negra de raíz en tabaco causada por Thielaviopsis basicola 
(Voisard et al. 1989). La producción de HCN por Pseudomonas también se ha implicado en la supresión de 
nematodos de nudos de raíz, áfidos, termitas y otros insectos (Höfte 2021) y es el factor determinante en 
la muerte de C. elegans frente a P. protegens CHA0 (Romanowski et al. 2011). El HCN, junto con el DAPG, 
también es responsable de la actividad de biocontrol de P. brassicacearum LBUM300 contra la 
podredumbre bacteriana del tomate causada por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 
(Lanteigne et al. 2012, Paulin et al. 2017). 

 

Otros metabolitos 

Finalmente, cabe destacar otros metabolitos de distribución, al menos por ahora, esporádica en el género 
Pseudomonas. En primer lugar, la toxoflavina (Figura 3) es una toxina de color amarillo caracterizada por 
su núcleo de 7-azapteridina, originalmente identificada como metabolito de Burkholderia glumae y 
Burkholderia gladioli. La toxoflavina tiene actividad antibiótica contra bacterias y hongos, y es fitotóxica 
contra una amplia gama de plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas. Posteriormente fue descrita su 
síntesis y los genes que la intermedian en P. protegens Pf-5. El grupo génico para la biosíntesis de 
toxoflavina en Pf-5 muestra diferencias sustanciales con los genes tox (toxABCDEFGHJ) de Burkholderia, 
denotando la falta de toxI y toxJ y adicionando toxM al clúster. La cepa Pf-5 produce cantidades mínimas 
de toxoflavina con actividad antibiótica contra varias bacterias patógenas de plantas (Philmus et al. 2015). 
Por otro lado, la pseudoiodinina (Figura 3) es una molécula que pertenece a la familia de los pirazolo[4,3-
e][1,2,4]triazina, identificada originalmente a partir de P. fluorescens var. pseudoiodinine (Lindner et al. 
1972). La misma fue recientemente re-identificada como un metabolito producido por P. mosselii 923, 
presente en suelos de campos de arrozales, y comprobada su eficacia en inhibir el crecimiento de diversas 
especies del patógeno bacteriano Xanthomonas y el hongo Magnaporthe oryzae. Mediante mutagénesis 
aleatoria a nivel del genoma, el análisis de transcriptomas y ensayos bioquímicos, se definió el clúster 
biosintético de la pseudoiodinina como psdABCDEFG y se propuso su biosíntesis a partir de guanosina 
trifosfato, con 1,6-didesmetiltoxoflavina como un intermediario biosintético común a la ruta de 
producción de toxoflavina (Yang et al. 2023). Por último, los poliinos son moléculas con enlaces simples y 
triples de carbono-carbono alternados, (Ross et al. 2014)los cuales se han aislado de diversas fuentes, 
incluidas plantas, hongos, bacterias e incluso insectos. Los primeros poliinos bacterianos, las cepacinas A 
y B, que mostraron poseer actividad antibiótica, fueron descubiertos en la bacteria Burkholderia diffusa 
(anteriormente conocida como P. cepacia). Recientes estudios en P. protegens CHA0 y Pf-5, identificaron 
la protegencina (Figura 3), junto con su operón biosintético pgn, como la primera poliina en Pseudomonas 
(Mullins et al. 2021). En otro estudio, la protegencina probó tener capacidades algicidas al enfrentarse 
Chlamydomonas reinhardtii, lo que sugiere, junto con la información ligada a otras poliinas, una posible 
contribución de la protegencina al fenotipo de biocontrol de P. protegens (Ross et al. 2014, Hotter et al. 
2021). 
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Organización y control de la expresión de genes asociados a la biosíntesis de 

metabolitos de actividad antimicrobiana en Pseudomonas. 

Como se menciona para algunos de los ejemplos de metabolitos especializados con actividad antibiótica 
en la sección anterior, muchos de ellos dependen de la expresión coordinada de un conjunto de genes. 
Tanto en procariotas como en eucariotas, los genes que codifican las enzimas para la biosíntesis de 
metabolitos especializados a menudo están agrupados en un paquete genético, lo que se denomina 
clúster biosintético o grupo génico biosintético (BGC, sigla de la expresión en inglés biosynthetic gene 

cluster). Un BGC consta de genes necesarios para la síntesis de la molécula bioactiva y elementos 
reguladores, como proteínas regulatorias y promotores. A veces, también incluye genes de transporte 
para la exportación de el o los metabolitos producidos y genes de resistencia que previenen la 
autodestrucción en los organismos que sintetizan el metabolito (Ahn et al. 1998, Medema et al. 2015, 
Mao et al. 2018, Tran et al. 2019). La producción coordinada está íntimamente ligada a esta organización 
en BGCs y resulta una cualidad esencial para la colonización de la rizósfera. El ambiente rizosférico impone 
una gran presión de selección a sus habitantes debido a la competencia por los nutrientes proporcionados 
por los exudados, lo que exige una alta eficiencia energética por parte de las bacterias. En este contexto, 
la producción concertada de antibióticos en Pseudomonas rizosféricas se vuelve particularmente vital, no 
solo por el costo metabólico de la biosíntesis, sino también porque producir demasiados antibióticos 
podría conducir a la aparición de resistencia en rivales microbianos o, incluso, proporcionar sustratos 
valiosos para organismos capaces de degradarlos (Zboralski et al. 2020). Es por ello que muchos de los 
rasgos beneficiosos de las especies de Pseudomonas en sus interacciones con las plantas están 
influenciados por importantes sistemas regulatorios.  

A nivel transcripcional, en primer lugar, se destaca un patrón en común: los sideróforos y los antibióticos 
autorregulan positivamente su propia biosíntesis. Tanto pioverdina como pioquelina tienen un efecto 
positivo sobre la expresión de sus genes biosintéticos; en P. aeruginosa esta regulación involucra al factor 
sigma PvdS y al factor de transcripción PchR, respectivamente, (Reimmann et al. 1998, Lamont et al. 
2002). En P. protegens, el 2,4-diacetilfluoroglucinol y la pioluteorina controlan positivamente la expresión 
de sus genes biosintéticos a través de los reguladores transcripcionales PhlF y PltR, respectivamente 
(Schnider-Keel et al. 2000a, Brodhagen et al. 2004). Las señales ambientales abióticas pueden tener una 
influencia importante en la regulación de genes de biocontrol en las Pseudomonas. El ejemplo más 
conocido es la represión de la biosíntesis de pioverdina y pioquelina por exceso de hierro, que es mediada 
por el represor Fur (Ferreiro et al. 2021). 

Algunas especies de Pseudomonas promotoras del crecimiento vegetal utilizan autoinductores de tipo N-
acil-homoserina lactona (AHL) para la comunicación célula-célula. ¿Qué beneficios obtienen las bacterias 
de esta autorregulación positiva? Por encima de un cierto umbral de densidad poblacional, las células 
bacterianas se refuerzan mutuamente la producción de metabolitos extracelulares, mientras que por 
debajo de un umbral de densidad, las células son más reacias a comprometer recursos celulares 
sustanciales en el metabolismo secundario (Haas et al. 2005). La detección de quórum (quorum sensing, 
QS) es un mecanismo regulador de genes ampliamente extendido e identificado en un gran número de 
especies bacterianas. El QS juega un papel crucial en la fisiología, desarrollo y comportamiento ambiental 
de las comunidades bacterianas. Este mecanismo se basa en la producción y utilización de señales 
específicas llamadas autoinductores (como las AHLs), que permiten a las células bacterianas comunicarse 
entre sí. Al producir estas señales y "detectar" su acumulación, las bacterias son capaces de monitorear 
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su densidad poblacional y modificar la expresión de genes objetivo. Esta respuesta puede conferir, por 
ejemplo, capacidades ambientales adaptadas y defensas mejoradas a toda la comunidad bacteriana. Los 
sistemas QS regulan procesos como la biosíntesis de antibióticos, la formación de biofilms, la 
bioluminiscencia, la esporulación y la expresión de factores de virulencia, entre otros (Miller et al. 2001, 
Von Bodman et al. 2003, Venturi 2006). En los biofilms de Pseudomonas, la concentración de AHLs 
aumenta debido a las altas densidades celulares y luego de alcanzar un umbral dado, desencadena la 
transcripción de genes objetivo, especialmente aquellos responsables de la biosíntesis de metabolitos 
especializados (Rieusset et al. 2020). El QS fue descubierto en dos especies bacterianas marinas luminosas, 
Vibrio fischeri y Vibrio harveyi. En ambas especies, las enzimas responsables de la producción de luz están 
codificadas por el operón estructural de luciferasa luxCDABE y se determinó que la emisión de luz ocurre 
solo a alta densidad de población celular en respuesta a la acumulación de moléculas de señalización 
autoinductoras secretadas. La mayoría de los sistemas de QS identificados en bacterias Gram-negativas 
se asemejan al circuito canónico de quorum sensing de la bacteria simbiótica V. fischeri. Específicamente, 
estos circuitos  contienen, como mínimo, homólogos de dos proteínas regulatorias de V. fischeri llamadas 
LuxI y LuxR. Las proteínas similares a LuxI son responsables de la biosíntesis de una molécula de 
señalización específica o autoinductor, una AHL. Las proteínas similares a LuxR se unen a los 
autoinductores afines que han alcanzado una concentración umbral crítica, y los complejos LuxR-
autoinductor activan la transcripción de genes objetivo (Miller et al. 2001, Waters et al. 2005). Por 
ejemplo, la producción de fenazina en Pseudomonas spp. está parcialmente controlada por el quorum 

sensing a través de los homólogos de LuxI/LuxR, PhzI/PhzR. PhzI es una sintasa de AHL que lleva a la 
acumulación de AHL. Cuando la AHL producida alcanza un umbral de concentración, se une y activa a 
PhzR, un regulador transcripcional que, a su vez, se une al promotor del operón biosintético de fenazinas 
para aumentar la transcripción del operón (Biessy et al. 2018).  

 

La cascada regulatoria Gac-Rsm 

A nivel post-transcripcional, la vía reguladora global Gac-Rsm (Figura 4) es conocida por controlar 
transiciones importantes en las γ-proteobacterias, como el estilo de vida plantónico/biofilm, el 
metabolismo primario/especializado o el comportamiento replicativo/infectivo (Lapouge et al. 2008, 
Vakulskas et al. 2015). La vía Gac-Rsm se encuentra en Pseudomonas y muchas otras γ-proteobacterias, 
como Azotobacter, Erwinia, Escherichia, Legionella, Pectobacterium, Salmonella, Vibrio, Xanthomonas o 
Yersinia (Lapouge et al. 2008, Sobrero et al. 2020). La señalización comienza en un sistema de dos 
componentes (Figura 4), donde la histidina quinasa (GacS en Pseudomonas) ubicada en la membrana 
plasmática detecta el estímulo (la acumulación de una señal autoinductora de naturaleza química aún 
desconocida) en el periplasma y posteriormente activa un regulador de respuesta citoplasmático (GacA 
en Pseudomonas) mediante un mecanismo de fosforilación. Este regulador de respuesta actúa como un 
factor de transcripción, uniéndose a una secuencia de activación conservada (UAS, siendo 
TGTAAGN6CTTACA el consenso en Pseudomonas, también llamado caja-Gac) y promoviendo la expresión 
de varios ARNp (ARN pequeños) reguladores cuya función es secuestrar una familia de proteínas que se 
unen a ARN mensajeros (ARNm), impidiendo su traducción (Sonnleitner et al. 2011, Romeo et al. 2018). 
Estas proteínas de unión al ARN, denominadas Rsm en Pseudomonas (y CsrA en enterobacterias), poseen 
estructuras tridimensionales que están conservadas a través de los géneros bacterianos, siendo el 
complejo funcional estructural un dímero (Gutiérrez et al. 2005, Rife et al. 2005, Mercante et al. 2009). 
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En Pseudomonas, los ARNp regulatorios se llaman Rsm y su tamaño típico es de 100 a 130 nucleótidos. En 
comparación con otros géneros bacterianos, los ARNp Rsm tienen menos sitios de unión para las proteínas 
Rsm (4-7 sitios) y son más estables que en otros géneros bacterianos  (Lapouge et al. 2008, Heroven et al. 
2012, Vakulskas et al. 2015). Las bacterias del género Pseudomonas  suelen tener entre 2 y 7 variantes de 
ARNp Rsm, con una o más copias y una dependencia variable de  GacA. Así, RsmY, RsmZ, RsmV y RsmW 
se encuentran en P. aeruginosa, RsmY y RsmZ en P. putida, y RsmX, RsmY y RsmZ en P. fluorescens, P. 

protegens y P. syringae (Miller et al. 2001, Kay et al. 2006, Moll et al. 2010, Sonnleitner et al. 2011, Song 

et al. 2015a, Janssen et al. 2018, Huertas-Rosales et al. 2021). Cada monómero de las proteínas Rsm 
reconoce y se une a un solo motivo GGA en la molécula de ARN, siendo el número de estos motivos, así 
como sus posiciones relativas, los principales determinantes de la afinidad de unión. Los múltiples motivos 

Figura 4: La cascada postranscripcional Gac-Rsm de la cepa CHA0 de P. protegens: Una vía de transducción de señales 
arquetípica de las γ-proteobacterias que controla la actividad de las proteínas Rsm (análogos de CsrA) con ARNp imitadores 
moleculares o de tipo esponja. (Izquierda) En la cepa CHA0, el sistema de dos componentes GacS-GacA responde a señales 
autoinductoras no caracterizadas y promueve la traducción de varios ARNm involucrados en la formación de exoproductos 
y el control de patógenos de la raíz de las plantas (antibióticos, lipopéptidos, enzimas líticas extracelulares), al aliviar el 
bloqueo traduccional causado por RsmA y RsmE. Esto se logra activando la transcripción de los genes rsmX, rsmY y rsmZ, 
aumentando así la abundancia intracelular de los tres ARNp esponja RsmX, RsmY y RsmZ, que secuestran a RsmA y RsmE. 
Dos quinasas sensoriales huérfanas accesorias, RetS y LadS, modulan la actividad de GacS. (Derecha) Representación lineal 
esquemática de la vía reguladora Gac-Rsm de la cepa CHA0 de P. protegens. La biosíntesis de la señal autoinductora difusible 
también está bajo el control de la cascada, al igual que otros fenotipos que contribuyen a la capacidad antifúngica de esta 
cepa, y representa una entrada de retroalimentación positiva para la vía. Adaptado de Sobrero & Valverde 2020.  
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GGA ubicados en el lazo de horquillas de los ARNp Rsm constituyen sitios de unión de alta afinidad que 
les permiten competir exitosamente con los ARNm objetivo por las proteínas Rsm (Dubey et al. 2005, 
Schubert et al. 2007, Duss et al. 2014a, Duss et al. 2014b). Además, las proteínas de la familia Rsm 
controlan indirectamente múltiples funciones celulares modulando la expresión de ciertos reguladores 
transcripcionales, lo que aumenta su efecto global en la célula (Brencic et al. 2009, Sahr et al. 2012, Potts 

et al. 2019).  

El descubrimiento de los componentes, la cascada de señalización, y la base molecular de la regulación 
post-transcripcional ejercida por el sistema Gac-Rsm fue el resultado de estudios fundamentales 
realizados en E. coli y P. protegens CHA0 (Sonnleitner et al. 2011, Romeo et al. 2018). La activación del 
sistema de dos componentes depende de la presencia y detección de señal(es) específica(s) por la 
histidina quinasa (GacS) (Figura 4). Sin embargo, el estímulo específico no ha sido determinado en la 
mayoría de las especies, incluida Pseudomonas, aunque se ha demostrado que la(s) molécula(s) señal se 
acumula(n) en el sobrenadante de cultivos de alta densidad celular, cuando los ARNp Rsm alcanzan niveles 
máximos, y relajan la represión traduccional de numerosos ARNm lo que resulta en la expresión 
concertada de una serie de factores de biocontrol (Figura 4) (Heeb et al. 2002, Dubuis et al. 2006, Kay et 

al. 2006, Dubuis et al. 2007, Latour 2020). En P. protegens CHA0, un compuesto de bajo peso molecular 
producido a altas densidades celulares, que no es una molécula de tipo AHL, activa la vía regulatoria (Heeb 

et al. 2002, Zuber et al. 2003). No se detecta tal activación con los sobrenadantes de cultivo del mutante 
GacA, lo que sugiere que la señal actúa como un autoinductor del sistema mediante un bucle de 
retroalimentación positiva (Kay et al. 2006). La acumulación de una molécula autoinductora extraíble con 
solventes orgánicos y capaz de reducir el umbral de activación de la propia cascada Gac-Rsm (Blumer et 
al 1999, Heeb et al 2002, Dubuis et al 2006) es una característica reminiscente de un sistema de QS. Se ha 
especulado que la molécula autoinductora podría estar relacionada con el estado metabólico de la célula, 
ya que la alteración del ciclo de Krebs influye en los niveles de ARN dependientes de GacA (Takeuchi et al. 
2009). Sin embargo, ningún intermediario probado hasta ahora interactúa directamente con el dominio 
de unión del ligando de GacS in vitro (Ali-Ahmad et al. 2017). Curiosamente, un mutante que carece de 
este dominio de unión no se comporta como un knock-out de gacS, que no es capaz de activar la vía, sino 
que causa su activación constitutiva (Zuber et al. 2003). Además de la señal específica, el estado de 
fosforilación del sistema GacS/GacA en Pseudomonas también depende de las quinasas híbridas RetS 
(regulador de exopolisacáridos y secreción de tipo III) y LadS (sensor de adherencia perdida), que inhiben 
y activan el sistema, respectivamente, al menos en P. aeruginosa PAK y P. protegens CHA0. Aunque la 
señal que desencadena estas interacciones y los detalles del mecanismo no se conocen completamente, 
hay evidencia de que tanto RetS como LadS interactúan físicamente con GacS y que el calcio estimula la 
actividad de LadS en P. aeruginosa PAO1, pero no en cepas de P. fluorescens o P. protegens (Ferreiro et 

al. 2021). 

La vía Gac-Rsm de P. protegens CHA0, la más estudiada y mejor caracterizada en Pseudomonas, regula y 
coordina la producción de DAPG, HCN, pioluteorina, pirrolnitrina enzimas líticas extracelulares 
(exoproteasa AprA y fosfolipasa C) (Figura 4) y otros elicitadores de ISR (Haas et al. 2003, Zuber et al. 
2003). El sistema de dos componentes GacS/GacA funciona como regulador positivo, mientras que se ha 
demostrado que las proteínas RsmA y RsmE actúan como represores traduccionales del operón hcn (para 
la síntesis de HCN), aprA (para la metaloproteasa extracelular A), phlACBDE (para el antibiótico DAPG) y 
pltA (parte del operón plt para el antibiótico pioluteorina) (Blumer et al. 1999, Reimmann et al. 2005b, 
Lapouge et al. 2013). Además, GacS/GacA controla positivamente la expresión del factor sigma de estrés 
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σS (RpoS) y, como consecuencia, la resistencia al estrés oxidativo en la fase estacionaria (Heeb et al. 2005). 
Por lo tanto, las mutaciones en gacS o gacA reducen la actividad de biocontrol en la supresión de varias 
enfermedades de plantas, la aptitud ecológica y la supervivencia en la fase estacionaria (Valverde et al. 
2008). Características similares de biocontrol están reguladas por la vía de transducción de señales Gac-
Rsm en otras cepas de las especies P. protegens, P. fluorescens, P. chlororaphis, P. putida, P. donghuensis 
y P. brassicacearum (Valverde et al. 2008, Agaras et al. 2018, Chen et al. 2018a). Además, Gac-Rsm 
desempeña un papel en la regulación de una amplia gama de funciones biológicas a alta densidad celular, 
incluyendo la homeostasis del hierro, las respuestas al estrés oxidativo y la motilidad en P. protegens Pf-
5 (Hassan et al. 2010). Controla la producción de diferentes moléculas de AHL, la expresión del sistema 
de secreción de tipo VI (T6SS), la biosíntesis de alginato y la formación de biopelículas en P. 

brassicacearum NFM421 (Lalaouna et al. 2012). En diferentes cepas de P. putida, la actividad de GacS/A 
es necesaria para la producción del antibiótico promysalin y la formación de biofilms (Li et al. 2011, 
Martínez-Gil et al. 2014, López-Sánchez et al. 2016). En P. chlororaphis O6, el sistema Gac-Rsm es esencial 
para la inhibición del crecimiento fúngico, la actividad insecticida contra el gusano de cuerno del tabaco y 
el nematodo de los nudos de las raíces, y la síntesis de antimicrobianos adicionales, incluyendo 
resorcinoles dialquilados, pirrolnitrina y HCN. También controla la producción de AHL, sideróforos de tipo 
pioverdina y ácido indolacético, las respuestas al estrés oxidativo, la formación de biofilms y la motilidad. 
Muchos de estos fenotipos están regulados junto con RpoS, que a su vez depende parcialmente del 
sistema Gac-Rsm (Anderson et al. 2017). 

 

Pseudomonas donghuensis: Fuente de actividades biológicas de interés potencial 

biocontrolador y captador de hierro. 

Pseudomonas donghuensis es una especie relativamente novedosa (fue descripta por primera vez en 
2015), con un gran potencial de actividades biológicas de interés humano. El primer aislamiento 
publicado, denominado inicialmente Pseudomonas sp. HYS, fue obtenido a partir de agua del Lago Este 
de Wuhan (también llamado lago Donghu) en China y se destacaba por su alta capacidad de secretar 
sideróforos al comparar con otras cepas de Pseudomonas (P. fluorescens CHA0, P. putida ATCC 12633 y P. 

aeruginosa PA14). Este fenómeno apuntaba a que la cepa HYS tenía un sistema particular mediando la 
homeostasis del hierro (Gao et al. 2012). Eventualmente, la cepa Pseudomonas sp. HYS fue identificada 
como una especie novedosa, dado que, al realizar un análisis filogenético combinado de los genes 16S 
ribosomal, gyrB, rpoD y rpoB, se obtenía un valor de similitud del 95,47% al comparar con la cepa de 
referencia más cercana al momento, P. vranovensis DSM 16006 (Gao et al. 2015). En comparación con 
otras cepas comunes de Pseudomonas, la cepa HYS evidenció una mayor actividad de quelación de Fe+2, 
así como una producción de sideróforos significativamente elevada, acumulados desde la fase 
exponencial temprana hasta alcanzar un máximo durante la fase exponencial tardía. Asimismo, se 
demostró que esta actividad se debía tanto a la presencia de sideróforos fluorescentes (pioverdina), como 
a sideróforos no-fluorescentes, los cuales poseían respuestas diferenciales a las concentraciones de FeSO4 
ensayadas. La pioverdina no constituía la mayor parte de la capacidad quelante de hierro de la cepa y era 
inhibida fuertemente por concentraciones mínimas de FeSO4 (1 µM). En contraste, la secreción de 
sideróforos no fluorescentes mostraba no ser reducida tan drásticamente, al menos hasta alcanzar valores 
de 5-8 µM de FeSO4. De esta forma, la presencia de estos sideróforos no fluorescentes evidenciaban ser 
el principal responsable de las actividades de interés de la cepa, así como de depender de las proteínas 
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del sistema de dos componentes GacS/GacA para su secreción (Yu et al. 2014). Posteriormente, mediante 
extracciones con acetato de etilo del sobrenadante de HYS crecido en medio King’s B se identificó, 
mediante resonancia magnética nuclear (NMR), que el sideróforo no fluorescente responsable de la 
actividad de captación de hierro de la cepa era la molécula 7-hidroxitropolona (7HT), capaz de quelar Fe+2 
en una relación estequiométrica de 2:1 (7HT:Fe) (Jiang et al. 2016). A modo de ser monitoreada, la misma 
evidenciaba máximos de absorbancia alrededor de 327 nm y 394 nm en solución acuosa a pH=7, así como 
una relación de 0,6 (327/394) entre ellos (Jiang et al. 2016). 

Otra cepa de interés de P. donghuensis es P482, recuperada a partir de suelo rizosférico de plantas de 
tomate en Gdynia, Polonia, y catalogada originalmente como representante de la especie P. putida  
(Krzyzanowska et al. 2012, Krzyzanowska et al. 2014). P482 se destacaba inicialmente por su capacidad 
de inhibir in vitro el crecimiento de los fitopatógenos fúngicos y bacterianos Dickeya sp., Pectobacterium 

carotovorum subsp. brasiliense y R. solani (Krzyzanowska et al. 2012). Posteriormente, se observó que los 
volátiles producidos por el crecimiento de P. donghuensis P482 eran capaces de inhibir u obstaculizar el 
crecimiento de los hongos  R. solani AG2.2IIIB, Verticillium dahliae y F. culmorum PV, así como el oomicete 
P. ultimum. Asimismo, se observó que esta capacidad de la cepa se perdía en un mutante de la proteína 
GacA, aludiendo al control de estas actividades por parte del sistema de post-transcripcional Gac-Rsm. 
Los compuestos volátiles identificados para esta cepa incluían HCN, metil-tiocianato, S-metil tioacetato, 
dimetil disulfito y dimetiltrisulfito (Krzyzanowska et al. 2016, Ossowicki et al. 2017). 

Además de las cepas HYS, P482, y SVBP6 (objeto de estudio del presente trabajo), que en conjunto son 
las cepas mejor caracterizadas de la especie P. donghuensis, se han descripto recientemente otros 
aislamientos con rasgos biocontrol. P. donghuensis ZF510, aislada a partir de la rizósfera de plantas de 
lechuga, es capaz de aliviar los síntomas de la podredumbre suave causada por P. brasiliense en esa planta 
(Qin et al. 2023). P. donghuensis 22G5 fue aislada de rizósfera de planta de algodón en China y demostró 
la capacidad inhibir el crecimiento de V. dahliae in planta (Tao et al. 2020).  

Esta introducción ofrece únicamente la información disponible al inicio del trabajo presentado en este 
manuscrito. Los avances adicionales en el estudio de las cepas de P. donghuensis serán discutidos en 
secciones posteriores. 

 

El aislamiento de suelos agronómicos P. donghuensis SVBP6. 

En base al contexto expuesto en esta introducción acerca del gran potencial del género Pseudomonas 
como insumos agrícolas biológicos destinados a estimular el desarrollo de las plantas y/o promover la 
salud de los cultivos, nuestro laboratorio se propuso aislar y caracterizar Pseudomonas a partir de 
muestras de suelo y de rizósfera de cultivos en lotes agrícolas de la zona núcleo productiva de Argentina. 
Se buscaron aislamientos que mostraran actividad antagonista in vitro contra un conjunto de hongos 
fitopatógenos obtenidos de plantas de soja y maíz cultivadas en los mismos entornos en donde se aislaron 
las Pseudomonas. De una colección inicial de 128 aislamientos, se seleccionaron 19 por su capacidad in 

vitro de antagonizar a dos o más fitopatógenos fúngicos. Entre ellos, se destacó el aislamiento SVBP6, 
obtenido a partir de bulk soil en un establecimiento cercano a la localidad de Viale (provincia de Entre 
Rios), por poseer la mayor potencia antagonista frente a hongos fitopatógenos (Figura 5). Adicionalmente, 
SVBP6 resultaba un candidato de interés ya que la afiliación taxonómica basada en genes housekeeping 
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indicaba que no pertenecía a una especie descrita al momento de su obtención (Agaras et al 2015). En los 
experimentos de co-cultivo de hongos fitopatógenos y aislados de Pseudomonas, SVBP6 inhibió el 
crecimiento de 12 patógenos fúngicos, incluidos miembros de los géneros Fusarium y Colletotrichum, M. 

phaseolina, Phomopsis sp. y aislamientos de Cercospora sojina (Figura 5). La actividad inhibitoria contra 
todos estos aislados fúngicos parecía estar asociada a un compuesto difusible soluble en agua, que se 
irradia en el medio agarizado desde las estrías de SVBP6, y no a un compuesto volátil, ya que SVBP6 no 
pudo inhibir el crecimiento de los hongos cuando las estrías bacterianas y los inóculos fúngicos se 
separaron físicamente en la misma placa de Petri dividida (Agaras et al. 2015). 

 

La capacidad de SVBP6 para inhibir una amplia variedad de hongos fitopatógenos indicaba un potencial 
para mejorar la salud vegetal, quizás con la posibilidad de integrar un producto biológico de aplicación 
agrícola. Asimismo, los mecanismos que conferían su actividad como antagonista de hongos podían 
resultar útiles para la identificación de nuevos metabolitos especializados y sumar al amplio arsenal 
disponible para el género Pseudomonas. Por estas razones es que se consideró que SVBP6 era un 
candidato pertinente para profundizar su caracterización (Agaras et al. 2018). 

De manera más holística y considerando los temas abordados hasta ahora, el estudio de las interacciones 
biológicas, como las que podría establecer SVBP6 en el suelo, resulta fundamental para reconstruir las 
complejas comunidades de los ecosistemas naturales. Las interacciones entre microorganismos 
beneficiosos y patógenos en el suelo no solo afectan la salud de las plantas, sino que también reflejan la 

Figura 5: Potencia antifúngica de aislamientos de Pseudomonas. El aislamiento SVBP6 se encuentra destacado por un 
recuadro rojo. El eje vertical muestra los valores acumulados de los halos de inhibición (en mm) que se midieron para cada 
hongo desafiado con cada uno de los 19 aislamientos de Pseudomonas (eje x). La potencia antagonista contra cada patógeno 
fúngico (es decir, el tamaño del halo de inhibición) está representado por la altura de la barra seccionada asignada para cada 
hongo. (aclarar la fuente de la figura acá en Agaras et al 2015) 
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diversidad y complejidad de la vida microbiana en estos ecosistemas. Los agentes de biocontrol pueden 
modificar la estructura y función de las comunidades microbianas del suelo, fomentando un equilibrio 
que favorece el desarrollo de las plantas y, por ende, sostiene la base de los ecosistemas (Van Elsas et al. 
2012, Mendes et al. 2013). A partir de esta contribución de los biocontroladores a la interconexión de la 
vida, el estudio de esta bacteria, aunque sea una pieza pequeña en la complejidad de los ambientes 
naturales, podría ayudar a entender mejor el funcionamiento del mundo natural del que formamos parte 
y aplicar ese conocimiento para desarrollar prácticas humanas con menor impacto ambiental. 
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 Hipótesis y objetivos: 
 

A pesar de la extensa bibliografía acerca de los diversos y significativos roles que ocupan las especies de 
Pseudomonas en el biocontrol de fitopatógenos, el género continúa siendo una abundante fuente de 
nuevas actividades PGPR y metabolitos especializados. En este contexto, el aislamiento P. donghuensis 
SVBP6, obtenido por nuestro laboratorio a partir de suelo agronómico, constituía un excelente candidato 
para la descripción de novedosos mecanismos posiblemente asociados al biocontrol de fitopatógenos en 
el suelo. La evidencia que se tenía hasta el momento de inicio del trabajo que comprende esta tesis, 
indicaba que SVBP6 era capaz de producir uno o más metabolitos dependientes de la cascada regulatoria 
Gac-Rsm, no descritos previamente en el género Pseudomonas, que determinaba/n su actividad 
antagonista ante organismos fitopatógenos.   

En función de esta hipótesis general es que se plantearon los siguientes objetivos generales: 

 Identificar los factores presentes en el genoma de SVBP6 asociados a su capacidad de 
antagonizar in vitro fitopatógenos presentes en el suelo. 

 Identificar los determinantes bioquímicos, capaces de ser producidos por SVBP6, de su 
capacidad de antagonizar in vitro fitopatógenos presentes en el suelo. 

 Determinar la regulación de los determinantes génicos y la producción de los 
determinantes bioquímicos del antagonismo a fitopatógenos en SVBP6. 

Con la finalidad de perseguir estos objetivos, se establecieron los siguientes objetivos experimentales o 

específicos, que serán abordados en los diferentes Capítulos de este trabajo: 

 Determinar los factores génicos presentes en el genoma de SVBP6 relacionados con la biosíntesis 
de uno o más compuestos antifúngicos (Capítulo 1). 

 Identificar la/s molécula/s responsables del antagonismo de SVBP6 a hongos fitopatógenos 
(Capítulo 1). 

 Caracterizar la actividad asociada a él/los compuesto/s con actividad antifúngica sintetizado/s por 
SVBP6 (Capítulo 1). 

 Determinar el estado fisiológico óptimo de cultivos de la cepa P. donghuensis SVBP6 para la toma 
de muestras necesaria para los análisis comparativos ómicos vinculados a la función de GacS 
(Capítulo 2). 

 Caracterizar el impacto transcriptómico de la pérdida de función de gacS en SVBP6 (Capítulo 2). 
 Caracterizar el impacto proteómico de la pérdida de función de gacS en SVBP6 (Capítulo 2). 
 Caracterizar el impacto metabolómico de la pérdida de función de gacS en SVBP6 (Capítulo 2). 
 Identificar nuevos BGCs y/o metabolitos antimicrobianos a través de la integración de los distintos 

análisis ómicos comparativos de la pérdida de función de gacS en SVBP6 (Capítulo 2). 
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 Capítulo 1: “Determinación del 
componente principal del antagonismo 
antifúngico de P. donghuensis SVBP6”  
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 Introducción 
 

SVBP6 es una bacteria Gram-negativa, con forma de bacilo (de entre 1,3-3,2 μm de longitud y 0,5-0,9 μm 
de ancho) y con flagelo polar (Figura 6A). Posee actividades oxidasa, catalasa y gelatinasa positivas y no 
forma esporas. SVBP6 puede crecer entre 4°C y 35°C en medios ricos como NA (sigla de la expresión en 
inglés Nutrient Agar; agar nutritivo), aunque la temperatura óptima de crecimiento es 28°C, pertenece al 
grupo de microorganismos estrategas r (copiótrofos) y su respiración es estrictamente aeróbica. Después 
de 48 horas en placas de NA, las colonias de SVBP6 son blancas opacas, rugosas (no mucoides) y tienen 
bordes irregulares (Figura 6A). Además, esta cepa puede crecer en un rango de pH de 6,0 a 10,0 y en un 
rango de salinidad de 0% a 5% de NaCl en medio nutritivo líquido NYB. La cepa SVBP6 es naturalmente 
resistente al cloranfenicol (20 μg/ml), ampicilina (100 μg/ml) y gentamicina (10 μg/ml) en medios NYB 
líquido y NA sólido. Ensayos in vitro de actividades de promoción del crecimiento vegetal mostraron que 
SVBP6 produce enzimas hidrolíticas extracelulares como proteasas, quitinasa y fosfolipasas. Además, 
SVBP6 produce menor cantidad de cianuro de hidrógeno pero mayor actividad siderófora que la cepa de 
referencia P. protegens CHA0. Además de su potencial como cepa de biocontrol, SVBP6 también mostró 
in vitro actividades probióticas directas para plantas, como la producción de compuestos similares al IAA, 
ACC desaminasa y la solubilización de fosfato tricálcico (Agaras et al. 2018). Por otro lado, en condiciones 
más cercanas al ambiente natural, SVBP6 ha demostrado ser eficiente en mejorar el crecimiento vegetal. 
Ensayos in planta corroboraron su capacidad de promover el crecimiento de maíz (Lorch et al. 2024) y, al 
ser inoculada sobre granos en ensayos a campo de cultivos de trigo y maíz, la inoculación con SVBP6 
aumentó significativamente el rendimiento en grano a cosecha (Agaras et al. 2020). 

Al obtener un genoma borrador de SVBP6 mediante la tecnología Illumina (Agaras et al. 2018), se 
determinó que el tamaño del genoma de SVBP6 es de 5736632 pares de bases, con un contenido G/C del 
62,3%. Se predijeron un total de 5296 genes en su genoma, así como 60 pseudogenes. Se estableció la 
posición filogenética a partir de una selección de 140 genomas de Pseudomonas. SVBP6 se posicionó 
claramente dentro del complejo P. putida. Se seleccionaron nuevamente una colección de 112 genomas 
estrechamente relacionados para un segundo análisis filogenético y de esa forma se determinó que SVBP6 
estaba estrechamente relacionado con P. donghuensis HYS y P482 (Figura 6 C). El puntaje ANI respaldó el 
resultado filogenético, ya que SVBP6 mostró valores de similitud de 99,60% ± 0,70 y 99,52% ± 0,99 con P. 

donghuensis P482 y P. donghuensis HYS, respectivamente. Este resultado fue respaldado por un Análisis 
Filogenético de Múltiples Locus (MLPA) realizado con secuencias concatenadas de 16s ARNr, gyrB, rpoB y 
rpoD. Mediante una comparación de ORFs de los genomas, se determinó que SVBP6 comparte más ORFs 
con P482, que HYS y se determinó que SVBP6 posee 284 ORFs (sigla de la expresión en inglés Open Reading 

Frame; marco abierto de lectura,) encontrados solo esta cepa (Figura 6 B, 5,6% del total), entre los cuales 
se detectaron varios elementos genéticos móviles (9,9%), componentes de membrana (8,2%), elementos 
secretados putativos (3,4%), genes involucrados en la regulación y/o metabolismo (23,7%) y una cantidad 
importante de proteínas hipotéticas (54,7%). Llamativamente, al evaluar la presencia de genes y operones 
relacionados con el antagonismo in vitro de patógenos fúngicos (phlD para DAPG, phzF para fenazinas, 
pltB para pioluteorina y prnD para pirrolnitrina), no se detectaron ninguno de los genes involucrados en 
la síntesis de antibióticos ampliamente caracterizados de Pseudomonas de biocontrol. Tampoco se pudo 
detectar la producción de surfactantes mediante la prueba de colapso de gotas en diferentes medios de 
cultivo, lo que sugería que la cepa SVBP6 no produce lipopéptidos ni ramnolípidos. Sin embargo, sí se 
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detectaron un putativo clúster para la producción de bacteriocina, algunos elementos de un sistema de 
secreción tipo VI (T6SS), un clúster putativo para la biosíntesis de toxoflavina, un gen homólogo de 
monalisina y un gen pvdQ (Agaras et al. 2018). 

Figura 6: Características del aislamiento P. donghuensis SVBP6 (Agaras et al. 2018). A) Características morfológicas de la 
cepa SVBP6. (arriba) Estructura bacilar y flagelos polares de P. donghuensis SVBP6 observados con microscopía electrónica. 
(abajo) Morfología de la colonia de SVBP6 en agar nutritivo después de 48 horas de crecimiento a 28˚C. B) Diagrama de Venn 
de la comparación entre los genes exclusivos de las cepas SVBP6, HYS y P482. C) Sub-sección del árbol filogenético del 
complejo P. putida basado en 676 genes ortólogos putativos generado en Agaras et al 2018. Los genomas de la misma especie 
según el puntaje ANI bidireccional (> 95%) se indican con corchetes. En este sub-clúster se aprecia la pertenencia de la cepa 
SVBP6 (en rojo) a la especie P. donghuensis y su parentesco relativo a otras especies del grupo P. putida.  
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Con la finalidad de obtener información acerca de elementos genéticos relacionados a su antagonismo, 
se generó una colección de 2500 mutantes de inserción única Tn5 de SVBP6 y se seleccionaron aquellos 
clones que habían perdido su potencial antagonista contra el aislado fitopatógeno fúngico M. phaseolina 
131.2010. Un total de 58 mutantes perdieron su capacidad de inhibir el crecimiento del hongo en 
condiciones de co-cultivo. Entre ellos, se obtuvieron dos mutantes insercionales independientes en el gen 
gacS, sugiriendo que la actividad antifúngica observada en SVBP6 era dependiente de la cascada 
regulatoria Gac-Rsm, cómo muchas otras actividades ligadas al biocontrol en Pseudomonas. La mutación 
gacS::Tn5 resultó en la incapacidad de producir HCN, exoproteasa y fosfolipasa (Agaras et al. 2018).  

En su conjunto, el amplio rango de antagonismo de la cepa SVBP6, así como la ausencia de componentes 
genéticos vinculados a la biosíntesis de un metabolito especializado conocido para especies 
biocontroladoras de Pseudomonas, convertían a SVBP6 en un excelente candidato para el descubrimiento 
de nuevos elementos genéticos y bioquímicos de actividad antimicrobiana. En este contexto, en este 
trabajo se planteó identificar los factores bioquímicos responsables de la actividad antimicrobiana de P. 

donghuensis SVBP6, así como caracterizar dicha actividad, con un enfoque particular en el antagonismo 
frente a hongos fitopatógenos. Además, se propuso identificar los elementos genéticos involucrados en 
el biocontrol de esta cepa, determinando los componentes biosintéticos y regulatorios que la controlan.  
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 Hipótesis de trabajo 
 

La cepa bacteriana Pseudomonas donghuensis SVBP6 secreta al medio extracelular uno o varios 
compuestos con actividad antifúngica directa sobre el micelio de hongos fitopatógenos. La producción de 
estos compuestos es resultado de la biosíntesis mediada por genes específicos presentes en el genoma 
de SVBP6 y está regulada por la cascada de señalización Gac-Rsm. 

 

 Objetivos específicos 
 

 Determinar los factores génicos presentes en el genoma de SVBP6 relacionados con la biosíntesis 
de uno o más compuestos antifúngicos.  

 Identificar la/s molécula/s responsables del antagonismo de SVBP6 a hongos fitopatógenos. 
 Caracterizar la actividad asociada a él/los compuesto/s con actividad antifúngica sintetizado/s por 

SVBP6. 
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 Materiales y Métodos 
 

Conservación y crecimiento de cepas bacterianas 

Las cepas bacterianas utilizadas en este capítulo se detallan en la Tabla 1. Las cepas se conservaron en 
condiciones de esterilidad, en una solución stock acuosa de glicerol 20% final en ultrafreezer (-80°C). De 
forma rutinaria, las cepas fueron recuperadas de los stocks y crecidas en agar nutritivo, NA (agar tripteína 
soja, 40 g/L; extracto de levadura, 5 g/L) para su manipulación a corto plazo. Para cultivos overnight 
(aproximadamente 16 horas) se utilizó caldo nutritivo levadura, NYB (caldo nutritivo, 25 g/L; extracto de 
levadura, 5 g/L). Las cepas de Pseudomonas fueron incubadas a 28°C. En caso de requerirlo, se agregó 
estreptomicina (Str) 200 µg/ml para medios sólidos y 100 µg/ml para medios líquidos. 

 

Microorganismos utilizados 

Microorganismo/Cepa Descripción 
Temperatura 

óptima de 
crecimiento 

Referencia 

Pseudomonas 
donghuensis SVBP6 

Aislamiento silvestre proveniente de suelo 
agrícola en Viale, Provincia de Entre Ríos, 

Argentina 
28°C (Agaras et al. 

2018) 

28l Mutante SVBP6 con inserción Tn5 en gacS 
StrR 28°C (Agaras et al. 

2018) 

16d Mutante SVBP6 con inserción Tn5 StrR 28°C 
(B. C. Agaras, 

Iriarte, & 
Valverde, 2018) 

78i Mutante SVBP6  con inserción Tn5  
StrR 28°C 

(B. C. Agaras, 
Iriarte, & 

Valverde, 2018) 

40b Mutante SVBP6  con inserción Tn5  
StrR 28°C 

(B. C. Agaras, 
Iriarte, & 

Valverde, 2018) 

5n Mutante SVBP6  con inserción Tn5  
StrR 28°C 

(B. C. Agaras, 
Iriarte, & 

Valverde, 2018) 

83j Mutantes SVBP6  con inserción Tn5  
StrR 28°C 

(B. C. Agaras, 
Iriarte, & 

Valverde, 2018) 

30n Mutante SVBP6  con inserción Tn5  
StrR 28°C 

(B. C. Agaras, 
Iriarte, & 

Valverde, 2018) 
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Macrophomina 
phaseolina 

CCC 131-2010 

Aislamiento fúngico silvestre de plantas de 
soja 

 (Bengolea, Córdoba, Argentina). 
28°C (Agaras et al. 

2015) 

Fusarium graminearum 
CCC 122-2010 

Aislamiento fúngico silvestre de pasto  
(Bengolea, Córdoba, Argentina). 24°C (Agaras et al. 

2015) 

Fusarium semitectum CCC 
120-2010 

Aislamiento fúngico silvestre de pasto  
(Bengolea, Córdoba, Argentina). 24°C (Agaras et al. 

2015) 

Pythium ultimum  
67-1 

Obtenido de Allelix Agriculture, Mississauga, 
Canada. 28°C (Maurhofer et al. 

1994) 

 

Tabla 1: Tabla de microrganismos utilizados en este trabajo y sus temperaturas de crecimiento. 

 

Conservación y crecimiento de aislamientos fúngicos 

Los aislamientos fúngicos utilizados en este capítulo se detallan en la Tabla 1. Para su recuperación a partir 
de stocks de conidios o microesclerocios conservados en suspensión acuosa en glicerol 20% a -80°C y 
manipulación a corto plazo se utilizó medio agarizado papa-dextrosa (potato dextrose agar, 39 g/L, 
Laboratorios Britania). Cincuenta microlitros de suspensión eran vertidos sobre la placa de PDA y 
esparcidos con espátula de Drigalski. Luego de 24-72h, dependiendo del hongo, cuando el micelio 
resultante de los conidios/microesclerocios cubría toda la superficie del agar, un rectángulo de 1x1cm era 
cortado y apoyado sobe una nueva placa de PDA. Una vez crecido, cercano a la confluencia, se tomó el 
extremo del crecimiento micelial para su manejo en ensayos, de manera de utilizar la porción de micelio 
más activa. Las temperaturas de incubación de cada hongo/oomicete se indican en la Tabla 1. 

 

Herramientas in silico para el análisis de secuencias de ADN y función génica 

Al momento de realización de los análisis y experimentos del presente Capítulo, se contaba con un 
genoma borrador (incompleto) basado en secuenciación Illumina, depositado en NCBI bajo el código: 
NWCB00000000 (www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) o en la base de datos PseudoCAP 
(www.pseudomonas.com) bajo el código 5836 (https://pseudomonas.com/strain/show?id=5836). Los 
códigos de anotaciones incluidos en el presente capítulo corresponderán a esta versión del genoma de 
SVBP6, en particular haciendo referencia a los locus tag de la base de datos PseudoCAP. La colección de 
mutantes Tn5 de SVBP6 se obtuvo previamente, como se describe en (Agaras et al. 2018). El sitio de 
inserción de cada mutante fue determinado mediante AP-PCR (Martínez-García et al. 2014, Agaras et al. 
2018). Una vez identificado el sitio de inserción en los mutantes de interés, se utilizó la secuencia 
aminoacídica del producto proteico del gen interrumpido para predecir su función. Para ello, se realizaron 
búsquedas de homología mediante el servidor HMMER (Potter et al. 2018) y un análisis de dominios 
conservados en PFAM  (InterPro, (Paysan-Lafosse et al. 2023)) para cada gen. La secuencia de la región 
identificada y estudiada en este trabajo como cluster biosintético relacionado al antagonismo de SVBP6 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
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fue analizada en búsqueda de elementos relacionados con la expresión de sus genes, así como para 
determinar la aparición de regiones homólogas en el genoma de otras bacterias por dentro y fuera del 
género Pseudomonas. Se analizó la presencia de promotores mediante las herramientas Bprom (Taboada 

et al. 2018) y el servidor NNPP (Reese 2001). La co-transcripción de ORFs fue determinada con la 
herramienta Operon-Mapper (Taboada et al. 2018) y para la predicción de terminadores Rho-
independientes se utilizó ARNold (Naville et al. 2011). Finalmente, para la búsqueda de sitios de unión 
para proteínas de la familia de Csr/Rsm, se utilizó el servidor RSAT (Schubert et al. 2007). 

 

Ensayos de antagonismo in vitro 

Para evaluar la capacidad de SVBP6 y sus mutantes Tn5 de antagonizar hongos/oomicete fitopatógenos 
se utilizó un ensayo de antagonismo por co-cultivo en placas de Petri sobre medio agarizado PDA (potato 

dextrose agar). Para ello, se tomó un cuadrado de 1x1cm de agar con el extremo del micelio activo y se 
apoyó sobre la superficie del agar en el centro de la placa de Petri. En paralelo, las placas fueron divididas 
en 4 cuadrantes, en cuyo extremo se estriaron las cepas bacterianas. El antagonismo de cada cepa 
evaluada fue ensayado por triplicado, incluyendo un control sin bacteria. Posterior a la inoculación del 
fitopatógeno y la estría bacteriana, se incubaron las placas hasta que el micelio del control alcanzaba la 
confluencia. La incubación se realizó en oscuridad, manteniendo la temperatura óptima de crecimiento 
para cada  fitopatógeno (Tabla 1). Los tiempos de ensayo para cada hongo/oomicete evaluado fueron: M. 

phaseolina, 72 hs; F. semitectum, 20 días;  F. graminearum, 13 días; P. ultimum, 4 días. La descripción del 
crecimiento microscópico de hifas se realizó observando ensayos de antagonismo ante M. phaseolina, 
luego de su incubación a 28°C durante 72h, con un microscopio invertido Leica DMI6000 B. 

 

Evaluación del espectro UV-Visible de sobrenadantes y extractos 

Para analizar el espectro de absorción UV-visible de los sobrenadantes libres de células y extractos 
ensayados en este trabajo, se tomaron 1,5 μl de la muestra correspondiente y se realizó un barrido en el 
rango 220-800nm mediante el uso de un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Fischer 
Scientific), con un intervalo de medida de 3 nm. Como blanco, se utilizó medio de cultivo estéril, H2O o 
AcEt, según correspondiera. 

 

Extracción de sobrenadantes de espectro compatible con 7HT 

Se realizaron cultivos bacterianos en Erlenmeyers de 125 ml, conteniendo 20 ml del medio líquido 
correspondiente. Los cultivos fueron inoculados a partir de un pre-cultivo overnight, de manera que la  
DO600 (Densidad óptica a 600 nm) inicial fuera de 0,02, y se incubaron a 28°C y 200 rpm. Una vez obtenida 
la DO600 o absorbancia 327nm deseada, se realizaron extracciones ácidas utilizando acetato de etilo. Para 
extracciones en pequeña escala (hasta 1 ml de sobrenadante), el volumen a extraer de cultivo fue 
removido del frasco de cultivo y centrifugado a 14800 rpm a temperatura ambiente durante 2 minutos. 
El sobrenadante libre de células resultante de remover el sobrenadante fue acidificado con 1/10 de 
volumen de HCl 1N (pH≈2) y extraído con 1 volumen de acetato de etilo (AcEt). La extracciones fueron 
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realizadas en Eppendorf y se repitieron 1 vez, combinando las fases orgánicas resultantes. El AcEt fue 
evaporado en SpeedVac y el residuo seco fue resuspendido en medio de cultivo o H2O, según lo deseado.  

Para extracciones a mediana escala (5 a 20 ml de sobrenadante), el volumen a extraer fue centrifugado a 
10000 rpm durante 10 minutos a 4°C en tubos cónicos de 50 ml. El sobrenadante resultante fue luego 
trasvasado a ampolla de decantación o a un nuevo tubo cónico para ser acidificado y extraído cómo lo 
descrito para la escala pequeña. El extracto orgánico resultante fue secado utilizando Na2SO4, secado en 
rotavapor a temperatura ambiente y resuspendido en medio de cultivo o H2O, según lo deseado. 

 

Evaluación de cinéticas de cultivo y producción de 7HT 

Para evaluar la cinética de producción de 7HT se realizaron cultivos por triplicado en medio de cultivo 
King’s B (KB; Glicerol 8 g/l, Peptona bacteriana 10 g/l, K2HPO4.3H2O 1,5 g/l, MgSO4.7H2O 1,5 g/l). Los 
cultivos se realizaron en Erlenmeyer de 125 ml utilizando 20 ml de medio KB y fueron incubados a 28°C, a 
200 rpm de agitación. Se inocularon utilizando cultivos overnight, previo lavado de las células con solución 
salina (NaCl 0,9 g/l, dos veces), de manera que la  DO600 inicial fuera de 0,02. El crecimiento del cultivo fue 
monitoreado en muestras tomadas cada 1 hora para determinar DO600 y su espectro UV-Visible.  

 

Cuantificación de la actividad antifúngica de sobrenadantes y extractos 

Para cuantificar el efecto del sobrenadante libre de células de SVBP6, sus mutantes, los extractos 
derivados y 7HT purificada, se monitoreó el crecimiento de los hongos fitopatógenos evaluados mediante 
el seguimiento temporal del área del micelio en medio agarizado, utilizando placas de poliestireno de 6 
pocillos, por triplicado. Un esquema ilustrativo del método utilizado se muestra en la Figura 7. En todos 
los casos, los sobrenadantes utilizados para estos ensayos provenían de cultivos crecidos en Erlenmeyer 
(125 ml) en medio KB (20 ml), incubados a 28°C con 200 rpm de agitación. Luego de alcanzar DO600=3,0 
(aproximadamente a las 8 horas de cultivo), los cultivos fueron centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos, 
se recuperaron los sobrenadantes libres de células, se esterilizaron por filtración (filtros de 0,2 μm) y se 
mezclaron con PDA 2× fundido y entibiado. Se mezclaron 2,5 ml de los sobrenadantes o extractos 
resuspendidos en KB a ensayar con 2,5 ml de PDA 2×, para luego verter los 5 ml resultantes en cada 
posición de una placa de 6 pocillos. Luego de que la mezcla se enfriara y solidificara, tacos cilíndricos de 
medio agarizado (0,25 cm2) con micelio activo del correspondiente hongo fitopatógeno fueron 
depositados en el centro de cada pocillo e incubados en oscuridad a la temperatura indicada en Tabla 1. 
El crecimiento del micelio fue monitoreado en fotografías de la placa de 6 pocillos, en las que se determinó 
el área cubierta por el micelio con la asistencia de Photoshop CC 2019 (Adobe Systems, Inc., San Jose, CA). 
Los datos obtenidos de área de cobertura del micelio se utilizaron para calcular el Índice de Crecimiento 
Micelial (ICM) según la expresión aritmética:  [(área micelio – área inóculo del micelio)/área total del 
pocillo)]. Se incluyeron controles utilizando medio fresco KB en lugar de sobrenadante.  
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Figura 7: Esquema metodológico de la cuantificación de la actividad antifúngica del sobrenadante libre de células y/o extracto de 
SVBP6. 
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Análisis químico del extracto de SVBP6 

Para disponer de suficiente sobrenadante de cultivo conteniendo metabolitos antifúngicos de SVBP6 que 
puedan ser sometidos a fraccionamiento y análisis químico, se realizaron cultivos a mayor escala que las 
descriptas anteriormente. Se obtuvieron cultivos de 250 ml de medio KB sin glicerol (KB0) en Erlenmeyers 
de 1 litro, incubados a 28°C a 200 rpm de agitación. Sobrenadantes de hasta 2 litros totales de medio KB0 
fueron acumulados luego de crecer los cultivos hasta alcanzar DO600=3. Cada cultivo fue centrifugado a 
10000 rpm durante 10 minutos a 4°C en frascos de centrífuga de 500 ml. Los sobrenadantes fueron 
liofilizados, resuspendidos en el mínimo volumen posible de agua destilada esterilizada, combinados y 
liofilizados nuevamente para su posterior extracción orgánica. Para el extracto del mutante biosintético 
16d, un volumen total de sobrenadante de 50 ml fue procesado de igual forma que el de SVBP6. Asimismo, 
se procesaron de igual forma 30 ml de medio KB0 sin inocular, a modo de blanco de análisis futuros.  

Se estableció una colaboración con el Dr. Antonio Evidente (Departamento de Ciencias Químicas de la 
Universidad “Federico II” de Nápoles), para el fraccionamiento y análisis de los residuos sólidos obtenidos 
de los sobrenadantes liofilizados de SVBP6. El material obtenido a partir de SVBP6 fue disuelto en 300 ml 
de H2O y extraído a pH neutro,  3 veces con 1/3 volumen de AcEt. Luego de ser secadas con Na2SO4, las 
fases orgánicas fueron evaporadas al vacío, obteniéndose 305 mg de residuo oleoso. Este procedimiento 
fue repetido para el liofilizado de 16d, obteniendo residuos de 38 mg al extraer a pH=7 y 2,9 mg a pH=2.  

Una fracción del AcEt obtenido en la extracción fue analizado por cromatografía en capa delgada, 
utilizando fases fijas de silica gel (Merck; Kieselgel 60, F254; 0,25 mm y RP-18 F254) y 
cloroformo:isopropanol (9:1) como eluyente. Los perfiles cromatográficos resultantes fueron evaluados 
bajo una luz de radiación UV. 

En paralelo, se tomó una muestra del residuo de SVBP6 y se lo resuspendió en metanol, añadiendo unas 
gotas de H2O. Luego de 12 horas, se observó la formación de cristales que fueron analizados por refracción 
de rayos X. Un cristal fue tomado y montado sobre un flujo de N2 a 173 °K, en un difractómetro Bruker-
Nonius KappaCCD equipado con un aparato Oxford Cryostream (radiación Mo Kα monocromatizada de 
grafito, imágenes de rotación CCD, cortes gruesos, escaneos φ y ω para llenar la unidad asimétrica). Se 
aplicó una corrección de absorción semi-emprírica (multiescaneo, SADABS). La estructura se resolvió 
mediante métodos directos utilizando el programa SIR97 (Altomare et al. 1999) y se refinó 
anisotrópicamente mediante el método de mínimos cuadrados de matriz completa en F2 frente a todas 
las reflexiones medidas independientes utilizando el programa SHELXL-2016/6 (Sheldrick 2015). 
Asimismo, los cristales obtenidos fueron utilizados para obtener espectros de 1H-RMN en CDCl3 a 400 MHz 
en un espectrómetro Bruker. 
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Preparación de 2,3- y 2,7-dimetoxi-tropolona 

Para obtener las variantes metiladas de 7HT, se añadió una solución etérea de CH2N2 a 10 mg del extracto 
orgánico de AcEt de SVBP6 a pH 7,0 resuspendidos en metanol (1 mL). Luego de 1 hora, se detuvo la 
reacción evaporando el líquido con un flujo de N2. El residuo obtenido (10,8 mg) fue purificado por 
cromatografía en capa delgada preparativa en sílica gel (Merck; Kieselgel 60, F254; 0,5 mm) usando CHCl3-
i-PrOH (9:1) como eluyente. Los productos de metilación fueron confirmados por 1H-RMN en CDCl3 a 400 
MHz en un espectrómetro Bruker. 

 

Obtención de cristales de 7HT 

La cristalización de 7HT, para ensayos de antagonismo, se realizó a partir de 200 ml de sobrenadante del 
cultivo en Erlenmeyer de SVBP6, incubado hasta alcanzar una DO600=3,0 a 28°C, 200 rpm. Una vez 
centrifugado para descartar el pellet de células, los 200 ml de sobrenadante fueron liofilizados y 
resuspendidos en 30 ml de H2O. Se realizaron 3 extracciones con acetato de etilo de 15ml y se conservó 
la fase orgánica. Los 30 ml resultantes fueron evaporados en rotavapor y resuspendidos en 0,5 ml de 
metanol, para luego ser vertidos en un cristalizador, posterior al añadido de 150 μl de H2O. El volumen 
fue evaporado a -4°C, y el residuo sólido obtenido fue pesado. 
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 Resultados y discusión 
 

Identificación y descripción in silico de un cluster génico biosintético 

hipotéticamente vinculado a la actividad antifúngica de P. donghuensis SVBP6. 

La capacidad de SVBP6 de antagonizar hongos fitopatógenos era de particular interés dado que, al 
momento de la realización del presente trabajo, no se había identificado  en su genoma ningún cluster 
génico biosintético previamente caracterizado para bacterias del género Pseudomonas. Es por ello que se 
exploró la biblioteca de mutantes de inserción Tn5, en búsqueda de aquellos que habían perdido su 
capacidad de antagonizar M. phaseolina y dónde la función asociada al gen interrumpido, así como el 
contexto genómico de éste, posea indicios acerca de la identidad del metabolito o los metabolitos 
responsables de la pérdida de antagonismo. 

En función de esta estrategia inicial y como primer acercamiento, se analizaron las locaciones físicas en el 
genoma de SVBP6 de las inserciones Tn5 de la colección de mutantes.  De esta forma, se encontraron 6 
mutantes, de los 50 que carecían actividad antagonista ante M. phaseolina, que poseían su inserción en 
marcos abiertos de lectura (open reading frame, ORF) muy próximos entre sí en el cromosoma de SVBP6. 
Las 6 inserciones se ubicaban dentro de una región de aproximadamente 16 kpb (Figura 8). Esta región 
posee 15 ORFs, cuyas funciones anotadas podían ser asociadas a la biosíntesis y transporte de moléculas, 
así como a la regulación de la expresión de sus genes (Tabla 2). Nueve de estas funciones fueron asociadas 
a actividades enzimáticas compatibles con la biosíntesis de un metabolito (genes 1, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 
y 15), otras 3 (genes 4, 5 y 6) al transporte de moléculas al exterior de la célula, otras 2 a reguladores 
transcripcionales (genes 3 y 14, de las familias LysR y TetR, respectivamente), y finalmente un gen de 

Figura 8: Locus genómico asociado con la actividad antifúngica de Pseudomonas donghuensis SVBP6. El diagrama muestra 
un fragmento de 16 kpb del genoma de la cepa SVBP6. Los sitios de inserción Tn5 correspondientes a los seis mutantes 
isogénicos independientes son indicados con líneas terminadas en un círculo blanco por sobre ellos. Las flechas en color 
representan los 15 ORFs anotados en el locus y su categoría funcional es indicada por los colores de la leyenda (ver Tabla 2). 
Las flechas discontinuas indican los transcriptos policistrónicos predichos. La posición y sentido de los promotores detectados 
se indican con flechas dobladas. Los terminadores transcripcionales Rho-independientes predichos se indican con líneas con 
un círculo negro bajo el mismo. Las secuencias de reconocimiento asociadas a la cascada regulatoria Gac-Rsm predichas son 
indicadas por líneas con un cuadrado rojo en la punta. 
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respuesta a estrés uspA (gen 2). La cercanía, distribución y funciones asociadas de estos ORF aludían a la 
organización de un cluster génico biosintético (Donia et al. 2014a, Donia et al. 2014b, Tran et al. 2019, 
Meesil et al. 2023, Zhang et al. 2024). 

En función del interés por esta región, se procedió a caracterizar los elementos asociados a la expresión y 
su control de los ORF presentes por medio de herramientas in silico. Se predijo un terminador Rho-
independiente en la región intergénica posterior al gen 10, así como 3 transcriptos policistrónicos, 
organizados de la siguiente forma: orf4-5-6-7, orf11-10-9-8 y orf12-13. Esta distribución resultó 
coincidente en su mayoría con la posición y sentido de los promotores predichos para la región (Figura 8). 
Adicionalmente, y en línea con la relación funcional descrita previamente entre la actividad antifúngica 
de la cepa y la cascada regulatoria Gac-Rsm, se pudieron predecir 3 secuencias de unión compatibles con 
el motivo reconocido a nivel de transcripto por las proteínas Rsm de la cascada regulatoria (Figura 8) 
(Schubert et al. 2007, Duss et al. 2014a).  

 

ORF Función asociada predicha Número de acceso 
PseudoCAP* 

Mutante 
Tn5 

asociado 

Mejor ortólogo fuera de 
Pseudomonas spp. 

(%identidad/%cobertura) - RefSeq 

1 Enoil CoA hidratasa COO64_RS11460  Azotobacter chroococcum 
(72/100) - WP_131340589 

2 Proteína de estrés universal COO64_RS11465  Pantoea sp Tr-811  (51/98) - 
WP_167271259 

3 Regulador transcripcional de la familia 
LysR COO64_RS11470  Aeromonas caviae(73/98) - 

GJB79141.1 

4 Transportador tipo MFS COO64_RS11475  Paucimonas sp.(79/94) -
MDR2306476.1 

5 Proteína de secreción de la familia 
HlyD COO64_RS11480  Aeromonas caviae(73/98) - 

GJB79139.1 

6 Subunidad de transportador de eflujo 
de la membrana exterior COO64_RS11485 30n, 83j Paucimonas sp.(76/94) -

MDR0278484.1 

7 Oxidorreductasa de la familia SDR COO64_RS11490  Aeromonas caviae(78/100) - 
GJB79137.1 

8 Proteína de unión a tiamina 
pirofosfato COO64_RS11495  Paraburkholderia xenovorans 

(55/98) -WP_011493090 

9 Fenilacetato CoA ligasa COO64_RS11500 40b Stutzerimonas stutzeri(72/99) - 
AZO86837.1 

10 Proteína de la familia Acyl CoA 
deshidrogenasa COO64_RS11505 16d, 5n Paraburkholderia sp. BL21I4N1 

(65/98) - WP_105510348 
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11 Proteína de la familia de la tioesterasa COO64_RS11510  Phaeobacter inhibens (73/99) - 
TdaD (WP_014881726) 

12 Oxidorreductasa dependiente de 
NAD(P) de la familia SDR COO64_RS11515  Trinickia fusca(62/98) -

WP_121278624.1 

13 Ester CoA Liasa COO64_RS11520  Pseudoduganella violaceinigra 
(65/98) -WP_028103602 

14 Regulador transcripciónal de la familia 
TetR/AcR COO64_RS11525 78i Duganella sp. Root1480D1 

(45/86) - WP_057265804.1 

15 Oxidoreductasa de la familia SDR COO64_RS11530  Paucimonas sp.(77/100) -
MDR0278485.1 

* Los códigos incluidos en esta Tabla corresponden a la versión borrador del genoma de SVBP6 
(https://pseudomonas.com/strain/show?id=5836) 

 

Esta región cromosomal (Figura 8, Tabla 2) posee sus contrapartes conservadas en el genoma del resto de 
la cepas de P. donghuensis, dónde se determinó que cada proteína parte de esta región del genoma de 
SVBP6 posee al menos un 99% de identidad con su homólogo en las cepas HYS, P482, 22G6,  B21-042/043, 
ZF510 de P. donghuensis (Gao et al. 2012, Gao et al. 2015, Ossowicki et al. 2017, Tao et al. 2020, Zboralski 
et al. 2022a, Qin et al. 2023) y las cepas MM2-24 y MM2-37 (código de acceso en PseudoCAP: 17539 y 
17540, respectivamente). Por fuera del género Pseudomonas, se encontró que los ORFs 3-7 y 15 
codificaban para proteínas con ortólogos altamente similares (70 a 80%) en cepas de Paucimonas sp. y 
Aeromonas caviae, Por fuera del género Pseudomonas, se encontró que los ORFs 4-7 codificaban para 
proteínas con ortólogos altamente similares (75 a 78%) en cepas de Stenotrophomonas rhizophila y 
Collimonas sp., mientras que los ORFs 8, 10, 12, 13 y 14 poseen ortólogos moderadamente similares en 
Pseudoduganella, Paraburkholderia, Trinicka y Duganella, todos miembros de los Burkhordeliales (Tabla 
2). Dentro de Pseudomonas, el cluster biosintético hipotético ha sido detectado con un alto nivel de 
conservación en 39 cepas de un total de 1324 genomas completos y 12906 genomas borradores 
disponibles en la base de datos PseudoCAP (http://www.pseudomonas.com/: Junio 2024). Entre ellos, se 
encuentran los representantes de P. donghuensis (HYS, P482, 22G6, ZF510, MM2-24, MM2-37.1, Irchel 
3F5, 1239, ABAC8, NBRC 111117 y RIT263), P. qingdaonensis (JJ3, BIGb0473, PA14H7, 1033, MF6396, 
BRM28 y UASWS0946), P. vranovensis T-26, P. wadenswilerensis (SNU, WT1) y P. putida (PA14H7, 
UASWS0946 y ABAC8), todos ellos incluidos en el grupo filogenético P. putida. Sin embargo, el grupo de 
P. putida puede descomponerse en 15 grupos actualmente (Girard et al. 2021). En base a esta 
clasificación, las cepas de P. donghuensis, P. vranovensis, P. wadenswilerensis pertenecen al sub-grupo de 
P. vranovensis, mientras que las cepas de P. qingdaonensis, al sub-grupo de P. japonica. Algunas de estas 
cepas, incluidas representantes de P. donghuensis, habían sido caracterizadas por sus actividades 
antimicrobianas, de igual manera que SVBP6 (Raoul des Essarts et al. 2016, Ossowicki et al. 2017, Aiman 

et al. 2018, Qin et al. 2023). 

Tabla 2: Predicciones funcionales de las proteínas asociadas al cluster de genes relacionados a la biosíntesis de 7HT en P. 

donghuensis SVBP6. 
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En resumen, la información asociada a esta región del cromosoma de SVBP6 apuntaba a la presencia de 
un BGC funcional, cuya correcta expresión parecería estar relacionada al antagonismo de SVBP6 a M. 

phaseolina, mediante la biosíntesis y secreción al medio extracelular de una o varias moléculas. La alta 
conservación de este cluster en cepas de P. donghuensis y múltiples especies del grupo P. putida también 
indicaba una posible importancia biológica en el nicho habitado por estas cepas, cuya asociación a 
fenotipos antimicrobianos promovía la asociación del cluster y la actividad de interés de SVBP6. 

 

Confirmación del antagonismo a hongos fitopatógenos in vitro de mutantes de P. 

donghuensis SVBP6. 

Como primer acercamiento experimental al estudio del cluster biosintético identificado (Figura 8), se 
procedió a confirmar la pérdida o disminución del fenotipo antagonista de los 6 mutantes 
correspondientes contra distintos hongos fitopatógenos. 

En detalle, el antagonismo de SVBP6 a M. phaseolina en co-cultivo se evidencia cómo una zona claramente 
delimitada libre de hifas en el agar, con un amplio margen de distancia entre el frente del crecimiento de 

Figura 9: Actividad inhibitoria de SVBP6 y su mutante 28l (gacS::Tn5) ante el hongo fitopatógeno M. phaseolina. A) Foto 
de la placa de Petri con agar papa-dextrosa en el que se enfrentaron en co-cultivo el hongo y las bacterias. En la foto se 
pueden apreciar 2 estrías de crecimiento del mutante 28l y dos estrías de SVBP6 silvestre, así como el crecimiento de las 
hifas del hongo a partir de un plug de 1×1 cm en el centro de la placa, luego de una incubación de 72h a 28°C. B) Foto en 
campo claro del frente de crecimiento del hongo enfrentado a SVBP6 silvestre, de la placa mostrada en A). 
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las hifas del hongo y la estría bacteriana, indicativo de la producción de sustancias inhibitorias difusibles 
desde la biomasa bacteriana (Figura 9A). Este fenotipo se mantiene aún luego de hasta 4 semanas de 
incubación. En cambio, en el co-cultivo con el mutante 28l (gacS::Tn5), el hongo no posee restricciones 
de crecimiento, ni tampoco para avanzar sobre la biomasa del mutante (Figura 9A). A nivel microscópico, 
el efecto de los compuestos solubles que difunden desde las estrías de SVBP6 se evidencia como un frente 
nítido de hifas densamente empaquetadas que no pueden progresar hacia la estría bacteriana (Figura 9B). 

Aunque aparentemente esto no refleja un cambio morfológico evidente en las hifas de M. phaseolina, sí 
se traduce macroscópicamente en la detención del crecimiento del hongo.  

Figura 10: Resumen de los fenotipos de los mutantes del cluster biosintético frente a distintos hongos fitopatógenos. A) 
Fotos ilustrativas de cada uno de los hongos ensayados, en las siguientes condiciones: M. phaseolina 28°C, 72h; F. semitectum 
21°C, 20 días; F. graminearum 21°C, 13 días; P. ultimum 21°C, 96hs. Todas las fotos incluyen controles con SVBP6 silvestre y 
su mutante gacS::Tn5 28l, alternando con distintos mutantes del cluster biosintético putativo. B) Tabla de comparación de 
los fenotipos de antagonismo de los 6 mutantes del cluster frente a los hongos y oomicete ensayados. El antagonismo ante 
bacterias de SVBP6 y sus mutantes fue corroborado en (Martins et al. 2023). 
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Se corroboró la pérdida del fenotipo antifúngico de los 6 mutantes, inicialmente descrita para el hongo 
M. phaseolina (Figura 9A), contra otros fitopatógenos (los hongos Fusarium oxysporum y Fusarium 

semitectum, y el oomicete Pythium ultimum). Los mutantes 83j, 30n, 40n, 16d, 5n y 78i fueron incapaces 
de antagonizar a ninguno de los agentes fitopatógenos ensayados, con la excepción de las bacterias 
Bacillus subtilis y Xanthomonas vesicatoria (Figura 10 A, 10 B, Martins et al. (2023)). Por otro lado,  el 
mutante de la cascada regulatoria Gac-Rsm 28l demostró carecer tanto de actividad antifúngica como 
antibacteriana. La cualidad pleiotrópica del control ejercido por la cascada Gac-Rsm sobre el metabolismo 
especializado explicaría el resultado observado (Ferreiro et al. 2021). En cepas modelo antagonistas de 
hongos fitopatógenos, la pérdida de función de la histidina quinasa GacS o del regulador de respuesta 
asociado GacA, resulta en una fuerte reducción en la expresión de genes asociados a la promoción del 
crecimiento vegetal y la producción de antimicrobianos (Haas et al. 2003, Haas et al. 2005, Lapouge et al. 
2008).  En contraste, el fenotipo de los 6 mutantes seleccionados (Figuras 8 y 10) se explicaría por la 
pérdida de la actividad del producto de expresión del gen interrumpido por el transposón Tn5, o del 
transcripto policistrónico asociado y sus productos de expresión. Estos mutantes se utilizaron entonces 
en análisis subsiguientes para intentar caracterizar el vínculo entre la pérdida del antagonismo y la 
expresión de los ORF interrumpidos en cada caso por el transposón. 

  

Señales espectrofotométricas compatibles con 7-hidroxitropolona en el 

sobrenadante libre de células de P. donghuensis SVBP6 y mutantes en estudio 

En base a la coincidencia detectada entre los genes responsables de la biosíntesis de 7HT en P. 

donghuensis HYS y los genes interrumpidos en la colección de mutantes carentes de antagonismo a 
hongos fitopatógenos en SVBP6, se procedió a evaluar si los mutantes de SVBP6 podían sintetizar 
compuestos químicamente relacionados con la 7HT. Considerando las actividades asociadas a los genes 
interrumpidos y las diferencias en los nichos ecológicos de HYS y SVBP6 se planteó, como hipótesis inicial, 
que SVBP6 es capaz de biosintetizar y secretar una o varias moléculas de estructura química similar a 7HT  
y con la capacidad de inhibir el crecimiento de organismos fitopatógenos. 

La biosíntesis y secreción de 7HT al medio extracelular en la cepa HYS es detectable a través de su  
espectro UV-Visible (UV-Vis) a pH neutro ya que posee señales características que facilitan su 
reconocimiento: dos picos con máximos de absorbancia a 327 nm (A327) y 393 nm (A393) (Jiang et al. 
2016). De manera que, como primer acercamiento en el análisis de la hipótesis propuesta, se determinó 
el espectro UV-Vis del medio condicionado por SVBP6. El sobrenadante libre de células de SVBP6 en medio 
líquido KB, luego de un cultivo de 8 horas, mostró los mismos picos de absorbancia A327 y A393 en 
coincidencia con el patrón observado para la cepa HYS. En un marcado contraste, el mutante en gacS (28l) 
sólo evidenció un pico de mucho menor intensidad que en SVBP6 y con un máximo de absorbancia 
alrededor de 405 nm (A400). Este pico a 405nm se incrementó en el sobrenadante de 28l a las 30 horas 
de cultivo (Figura 11 A). Resultados de la cepa HYS (Jiang et al. 2016) y de otras Pseudomonas (Meyer 
2000) indican que este pico con máximo a 405 nm se debe a la secreción de pioverdina, un sideróforo 
común en bacterias del género Pseudomonas, que además otorga la característica pigmentación amarillo-
verdosa a los cultivos en medios limitados en hierro y que es acompañada de la capacidad de fluorescer 
ante la luz azul (Figura 11 D). La presencia de pioverdina en el sobrenadante de 28l indica que su 
biosíntesis no es dependiente de una cascada Gac-Rsm funcional, cómo  
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Figura 11: Espectro UV-visible del sobrenadante de cultivo libre de células de SVBP6 y sus mutantes. Los sobrenadantes 
fueron obtenidos de cultivos líquidos realizados en Erlenmeyer a 28°C y 200 rpm. Los valores observados en los gráficos de 
Absorbancia vs λ en esta figura son representados por los valores promedio obtenidos por triplicados en todos los casos. El 
intervalo de longitud de onda para los espectros UV-Visibles en esta figura y las siguientes mostradas en este manuscrito fue 
de 3 nm . A) Espectros UV-Visibles del sobrenadante de SVBP6 y su mutante gacS::Tn5 28l a las 8 horas (izquierda) y 30 horas 
(derecha) de cultivo. B) Espectros UV-Visible del sobrenadante de los mutantes correspondientes al cluster biosintético de 
interés a las 8 horas (izquierda) y 30 horas (derecha) de cultivo. C) Cuantificación de la absorbancia a 327 nm, relativizada por 
unidad de densidad óptica a 600 nm de su cultivo de origen, de los sobrenadantes de SVBP6 y sus mutantes a las 8 horas de 
cultivo. D) Foto de los cultivos en medio líquido KB de SVBP6 y el mutante 28l, luego de 30h. (Arriba) Foto con luz natural. 
(Abajo) Foto con luz UV. 
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se había observado para HYS (Jiang et al. 2016). Asimismo, en el sobrenadante de cultivos de SVBP6 de 
30 h (Figura 4A) todavía se pudo advertir la presencia de 7H; sin embargo, la intensidad relativa del pico 
A327 fue menor al de A393 en comparación al espectro de 8 h de cultivo, y además se observó un 
corrimiento hacia los 405nm. Este cambio se reflejó en la relación de absorbancias de los máximos 
característicos de la 7HT (A327/A393), que para el cultivo a las 8h fue de 1,6, mientras que a las 30h esa 
relación se redujo a valores alrededor de 0,9. Dada la aparición del máximo de absorbancia 

Figura 12: Monitoreo de la producción de 7HT durante el crecimiento de SVBP6 durante el crecimiento de SVBP6. A) Curvas 
de crecimiento monitoreadas por DO600 nm de SVBP6 silvestre y su mutante gacS::Tn5 28l. Los datos de DO600 se representan 
con una línea continua, mientras que los de absorbancia a 327nm con una línea interrumpida. La información 
correspondiente a SVBP6 se muestra en azul, mientras que la correspondiente al mutante 28l en naranja. B) Espectros UV-
Visible de sobrenadantes de los cultivos que se muestran en A) para SVBP6. Los valores de absorbancia promedio (n=3) se 
representan con líneas continuas. Los espectros se encuentran superpuestos, mostrando colores más intensos para tiempos 
más cortos en el área bajo la curva de cada uno.  
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correspondiente a la pioverdina en el mutante 28l, podríamos explicar el cambio en la relación A327/A393 
en SVBP6 por la combinación de una disminución en la cantidad de 7HT en el medio de cultivo a 30 h 
respecto a 8 h (con la consiguiente reducción en los valores de A327 y A393) y de un aumento en la 
concentración de pioverdina (con el consiguiente aumento de A405). De esta forma, el espectro UV-Vis a 
las 8 h de cultivo de SVBP6 correspondería mayoritariamente a la concentración presente de 7HT, 
mientras que a las 30 h de cultivo el espectro reflejaría una menor concentración de 7HT y la presencia 
de pioverdina. 

En paralelo, se evaluaron los espectros UV-vis de sobrenadantes de 8 h de cultivo de los mutantes 
isogénicos del cluster en estudio (Figura 1), de manera de evidenciar el impacto de las mutaciones sobre 
el patrón de absorbancia del sobrenadante de SVBP6 compatible con la producción de 7HT. Todos los 
mutantes perdieron las señales espectrales de la 7HT (Figura 11B). Sin embargo, todos mostraron un 
máximo centrado en 405 nm (a excepción del mutante 83j) similar al observado para el mutante de la 
cascada Gac-Rsm, el cual se vio acrecentado considerablemente a las 30 h de cultivo (Figura 11B). Dado 
que la eventual presencia de pioverdina aporta absorbancia a 393 nm (máximo característico de la 7HT), 
se decidió utilizar el valor de absorbancia a 327nm como un indicador selectivo para cuantificar la 
presencia de una/s molécula/s compatible/s con el espectro de la 7HT en los sobrenadantes de SVBP6 y 
sus mutantes. Con esta consideración, nuevamente observamos que en todos los mutantes analizados 
ocurrió una fuerte disminución en la producción de el o los compuestos con espectro compatible con la 
7HT, en cuyo espectro no se observa un máximo de absorbancia a 327nm.  

A la luz de estos resultados, se llevaron a cabo experimentos a fin de determinar una posible relación 
entre la molécula responsable del espectro compatible con la 7HT y las capacidades de antagonizar el 
crecimiento de hongos fitopatógenos de las células de SVBP6. Con el propósito de estandarizar 
condiciones de cultivos y sobrenadantes, así como de conocer más acerca de la cinética de aparición de 
las señales espectrales UV-Vis en el cultivo de SVBP6, se monitoreó A327nm del sobrenadante de cultivo 
durante el crecimiento de SVBP6. Se observó que la producción de el/los compuesto/s asociados a la 
A327nm se indujo en fase exponencial (entre 4 y 5 h del inicio del cultivo), aumentó hasta alcanzar un 
nivel máximo en la transición a fase estacionaria después de 7-8 h de cultivo (Figura 12 A y B), y disminuyó 
en un 50% a las 30 h de cultivo (Figura 11 A). En contraste, la A327nm en el sobrenadante del mutante 
gacS::Tn5 se mantuvo en valores mínimos durante el cultivo, como se había observado anteriormente 
(Figura 5 A y B). Los datos de esta cinética de crecimiento y producción de molécula(s) compatible(s) con 
7HT se consideraron como referencia para condiciones experimentales de las experiencias subsiguientes, 
tomando el momento de cultivo con A327nm máxima (8h) como punto de partida para caracterizar 
actividad antifúngica y realizar extracciones del sobrenadante de SVBP6. 
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Extracción de moléculas con señales espectrales compatibles con 7-

hidroxitropolona a partir de sobrenadante de cultivo de SVBP6. 

La 7-hidroxitropolona puede ser extraída a partir de medios de cultivo con acetato de etilo (AcEt) como 
solvente (Jiang et al. 2016). Con el objetivo de generar un extracto enriquecido que facilite la posterior 
purificación del/los compuesto/s que generaba/n espectros compatibles con 7HT en el sobrenadante de 
cultivo de SVBP6, se realizaron extracciones de sobrenadantes de 8 h de cultivo de SVBP6 en medio KB. 
La extracción con AcEt provocó la desaparición de la señal A327 en el sobrenadante. Asimismo, el extracto 
de AcEt obtenido mostró un patrón de absorbancia similar al observado en fase acuosa, aunque 
corrADNido hacia longitudes de onda menores (máximos de 324nm y 374nm), que podría explicarse 
debido a la acidificación previa a la extracción (Figura 13 A y B), como se reporta para la 7HT (Jiang et al. 
2016). La suma de estas evidencias indicaba la transferencia mayoritaria de la/s molécula/s compatible/s 
con 7HT desde la fase acuosa al AcEt.  

Figura 13:  Extracción con acetato etilo a partir del sobrenadante libre de células de SVBP6 silvestre en medio KB. A) 
Espectros UV-visible del sobrenadante de SVBP6 silvestre luego de 8 horas de cultivo, antes de su extracción con acetato de 
etilo (izquierda) y después de su extracción (derecha). Ver Figura 11 para detalles acerca de la representación de espectros 
UV-Visibles. B)  Espectro UV-visible del extracto de SVBP6 silvestre en acetato de etilo, proveniente del sobrenadante 
mostrado en A). C) Espectro UV-visible de la resuspensión en agua o medio de cultivo KB del residuo seco obtenido luego de 
la evaporación del solvente del extracto obtenido que se muestra en B). 
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Al evaporar el solvente y resuspender el extracto en KB, se observó el restablecimiento de las señales 
espectrales como se habían detectado en el sobrenadante de cultivo (Figura 6C). Por otro lado, la 
resuspensión en H2O evidenció un desplazamiento de los máximos de absorbancia hacia longitudes 
menores, así como la descomposición del pico a mayores longitudes de onda en dos máximos, 
consistentes con 7HT resuspendida en H20 o un pH más ácido (Figura 13 C, Jiang et al. (2016).  

Las similitudes observadas en los espectros obtenidos bajo las condiciones de extracción y resuspensión 
aportaron evidencia adicional sobre la presencia de 7HT y/o de moléculas similares en el sobrenadante 
de SVBP6. La obtención de estos extractos permitió avanzar en el estudio de la relación entre las moléculas 
responsables del antagonismo a fitopatógenos y la presencia de espectros compatibles con 7HT en 
cultivos de SVBP6 y sus extractos con AcEt. 

Actividad antifúngica de extractos del sobrenadante de cultivo de P. donghuensis 

SVBP6. 

Hasta este punto, el efecto negativo de SVBP6 sobre el crecimiento de hongos fitopatógenos se había 
observado exclusivamente al enfrentar las células bacterianas en co-cultivo con micelio del fitopatógeno. 
El antagonismo en medio agarizado denotaba, como fue mencionado anteriormente, que esta actividad 
era mediada por factores solubles secretados desde las estrías de SVBP6 (Figuras 2 y 3). Con la finalidad 
de evaluar si esta actividad también estaba presente en el sobrenadante de cultivos líquidos, en los cuales 
se había detectado el espectro compatible con 7HT, se diseñó un ensayo dirigido a poner de manifiesto la 
actividad antifúngica de muestras libres de células. Brevemente, en este diseño, los sobrenadantes de 
cultivo libres de células o sus extractos en AcEt evaporados y resuspendidos en el mismo medio (KB), 
fueron mezclados en volúmenes iguales con medio agarizado fundido apto para el crecimiento del 
fitopatógeno correspondiente (PDA 2×). Cada muestra agarizada a ser evaluada fue luego vertida en un 
pocillo de una microplaca de 6 posiciones para que se solidifiquen. El inóculo de hongo consistió en un 
taco circular de agar con micelio fresco de M. phaseolina en el centro de cada pocillo. Durante la 
incubación de la placa, se tomaron fotografías y se cuantificó digitalmente el área cubierta por el micelio 
fúngico a través del cálculo de un “Índice Índic de Crecimiento Micelial” (ICM), tal como se describió en 
Materiales y Métodos (Figura 14). 

En primer lugar, se analizó el crecimiento de M. phaseolina en presencia del sobrenadante libre de células 
de SVBP6 obtenido a las 8 h de cultivo, en el que la A327nm asociada a la posible presencia de 7HT era la 
máxima posible en las condiciones de cultivo (Figuras 12 y 14 A). Se observó que el sobrenadante de 
cultivo de SVBP6 fue capaz de retrasar el crecimiento del micelio y extender 5 días el tiempo necesario 
para que cubra el pocillo entero, en comparación con la condición control con medio de cultivo KB (Figura 
14 B y 14 C). A diferencia de los ensayos de antagonismo en co-cultivo en medio agarizado (Figuras 9 y 
10), se observó que en este diseño de antagonismo en el que no hay células bacterianas vivas, sino solo 
sus productos extracelulares, M. phaseolina puede finalmente superar la inhibición establecida por la 
concentración de el/los compuesto/s presente/s al inicio y reanudar el crecimiento después del retraso 
inicial, aunque a una menor velocidad (Figura 14C). Esto podría deberse a que la/s molécula/s 
responsable/s presente/s en el sobrenadante no poseen una renovación propia de su biosíntesis y 
secreción por parte de las células de SVBP6, en contraste con la condición de co-cultivo en la que las 
células vivas podrían estar exportando moléculas al medio extracelular constantemente, manteniendo un 
gradiente de concentración sobre el agar. El o los compuestos presentes a una concentración fija inicial 
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en el sobrenadante de SVBP6 podrían estar sometidos a una degradación química intrínseca, o incluso a 
una degradación biológica por parte del agente fitopatógeno que para poder desarrollarse podría tener 
formas de procesar bioquímicamente las moléculas que obstaculizan su desarrollo (Mazzola et al. 1995, 
Duffy et al. 2003, Bardin et al. 2015). Adicionalmente, en algunos casos, se ha observado que metabolitos 
fúngicos pueden modificar expresión de los BCG de metabolitos antimicrobianos, cómo en el caso de ácido 
fusárico producido por miembros del género Fusarium sobre la biosíntesis DAPG en P. protegens (Duffy 

et al. 2004, Schouten et al. 2004). En síntesis, estos resultados permitieron observar que el efecto del 
sobrenadante de SVBP6 es característicamente fungistático sobre M. phaseolina. 

Por otro lado, habiendo previamente equiparado sus absorbancias a 327nm (Figura  14 A), el extracto de 
SVBP6 resuspendido en KB demostró tener un efecto fungistático similar al sobrenadante de SVBP6 
(Figuras 7B y 7C). El inicio del crecimiento de M. phaseolina se vio retrasado en igual magnitud que para 
el sobrenadante, aunque la confluencia del pocillo fue alcanzada un día antes para el extracto (Figura 14 
C). Este resultado indicó que el o los agentes fungistáticos presentes en el sobrenadante de SVBP6 eran 
extraídos mayoritariamente con éxito por el extracto en AcEt, con un efecto adicional por parte del 
sobrenadante posiblemente asociado a molécula/s incapaces de ser extraídas eficientemente en AcEt.  

Asimismo, en el sobrenadante del mutante 16d (carente de señales espectrales compatibles con 7HT; 
Figura 11) sólo se evidenció una actividad remanente mínima de inhibición de M. phaseolina (Figura 14 
C). En función de la característica isogénica del mutante 16d con SVBP6, los resultados permiten vincular 
en primera instancia la pérdida de la propiedad fungistática del sobrenadante de SVBP6 con la inserción 
de Tn5 en el ORF asociado a la expresión de una Acil CoA deshidrogenasa (Tabla 2) asociada a la biosíntesis 
de 7HT en HYS. Dada la pérdida del patrón espectral UV-vis observada para el sobrenadante de este 
mutante (Figura 11), así como la asociación del gen y su contexto genómico a la síntesis de 7HT, estos 
resultados reforzaron la hipótesis de la existencia de un vínculo entre el antagonismo fúngico de SVBP6 y 
la biosíntesis de moléculas al menos similares a la 7HT. En esta misma línea, observamos que la actividad 
antifúngica podía ser reestablecida en el sobrenadante de cultivo del mutante 16d al complementarlo con 
el extracto de sobrenadante de SVBP6, incluso obteniéndose un efecto inhibitorio mayor que para el 
sobrenadante de SVBP6 (Figura 14 C), consistentemente con la concentración ligeramente mayor de 
principio activo detectada en el espectro UV-Vis (Figura 14 A). Cuando se suplementó el sobrenadante de 
SVBP6 con el mismo extracto activo que restableció la inhibición del sobrenadante del mutante 16d, 
observamos que se retrasó el crecimiento inicial del hongo en aproximadamente 5 días y se desfasó la 
confluencia del micelio en el pocillo en 8 días (Figura 14 C). Estos resultados indican que existiría una 
relación directamente proporcional entre el efecto fungistático y la cantidad de extracto (y de moléculas 
antifúngicas) presente en cada muestra evaluada. Con la finalidad de poner esto a prueba, realizamos un 
ensayo de dosis-respuesta para analizar la relación entre la actividad inhibitoria del crecimiento de M. 

phaseolina y la cantidad de extracto adicionada al medio de cultivo del hongo (Figura 15 A, B, C). 
Establecimos una dosis de extracto de referencia compatible con una A327=0,2 (Figura 15 A, 
concentración 1×) medida en el extracto resuspendido en KB, previo a su dilución al 1/2 con el medio 
agarizado (PDA 2×) en el pocillo de la placa (Figura 15 B), y evaluamos la actividad antifúngica de un rango 
de concentraciones diferentes en factor 2 alrededor de la referencia. Las dosis iguales o menores a 0,5× 
no se diferenciaron del control sin extracto (Figura 15 B y 15 C). En el rango de dosis 1× a 4×, en cambio, 
observamos una correlación positiva en la inhibición del crecimiento de M. phaseolina con la dosis de 
extracto presente en los pocillos de prueba. Esto se evidencia cuantitativamente al calcular el tiempo que 
tardó el hongo en cubrir el 50% (ICM=0,5) del pocillo de la placa en cada condición ensayada (t0,5, Figura 
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15 D). De esta forma, se pudo determinar que el atraso en el crecimiento micelial es directamente 
proporcional a la A327 del extracto de SVBP6. Se estimó un aumento de 29,24 horas por unidad de dosis 
(A327=0,2) para el t0,5 en el rango de dosis de extracto 0,5-4×. 

Figura 14:  Evaluación de la actividad antifúngica del sobrenadante (SN) y extracto de cultivo de SVBP6 y su mutante 16d 

vs. Macrophomina phaseolina. A) Espectro UV-Visible de los sobrenadantes utilizados. Ver Figura 11 para detalles acerca de 
la representación de espectros UV-Visibles. Aquellas líneas representando un sobrenadante al que se le agregó extracto de 
SVBP6 silvestre poseen colores más oscuros. B) Foto representativa de una placa de 6 pocillos ensayada, luego de 72 horas 
de crecimiento a 28°C. Ver esquema (Figura 7) en metodología. Concisamente, el sobrenadante o extracto resuspendido en 
KB se diluyó al medio con PDA 2× fundido y se vertió en cada pocillo según corresponda, dejando que se solidifique. 
Posteriormente, un inóculo de micelio presente en un taco circular de medio agarizado de aproximadamente 0,25 
centímetros de diámetro de M. phaseolina (en esta figura) o el hongo correspondiente, en experimentos posteriores, fue 
apoyado en el centro del pocillo, poniendo en contacto el micelio del hongo con el agar solidificado. C) Cuantificación del 
crecimiento superficial del hongo M. phaseolina en presencia del sobrenadante de cultivo de SVBP6 y su mutante 16d. El 
crecimiento micelial se expresa como Índice de Crecimiento Micelial (ICM). ICM= (área cubierta por el micelio – área del 
micelio inicial)/área total del pocillo. 
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Figura 15: Ensayo dosis-respuesta para el extracto de sobrenadante de SVBP6s vs M. phaseolina. A) Espectro UV-Visible 
de los sobrenadantes utilizados. Ver Figura 11 para detalles acerca de la representación de espectros UV-Visibles. Las 
concentraciones utilizadas se expresan como diluciones o concentraciones en base 2, de un extracto con A327 = 0.2, el cual 
correspondería a la concentración 1×.  Las mismas se señalan con distintas tonalidades de azul en el área bajo la curva, siendo 
la más oscura la más concentrada y viceversa. B) Foto representativa de una placa de 6 pocillos ensayada, luego de 72 horas 
de crecimiento a 28°C. C) Cuantificación del crecimiento superficial del hongo M. phaseolina en presencia de las 
concentraciones de extracto ensayadas. El crecimiento micelial se expresa como Índice de Crecimiento Micelial (ICM, ver 
Figura 7). La concentración de cada condición ensayada se expresa como distintas tonalidades de azul siendo la más oscura 
la más concentrada y viceversa. D) Tiempo calculado para que cada concentración logra cubrir el 50% (ICM=0,5) del well 
(t0,5) en función de la dosis de extracto. La regresión lineal mostrada como una línea punteada corresponde para el rango 
de dosis 0.5-4×. 
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Confirmación de la identidad del factor bioquímico con actividad antifúngica 

mayoritaria del extracto del sobrenadante de P. donghuensis SVBP6: 7-

hidroxitropolona. 

El conjunto de experimentos realizados con el sobrenadante de cultivo de SVBP6 y su mutante biosintético 
16d sobre el fitopatógeno M. phaseolina señalaban claramente a una o más moléculas secretadas por 
SVBP6 al medio circundante como responsables de su actividad antifúngica. Asimismo, indicaban que la 
aparición de esta actividad, así como del espectro compatible con 7HT, eran dependientes de la integridad 
del ORF 10 (Figura 8, Tabla 2), asociado a la biosíntesis de 7HT y que se encuentra interrumpido por el 
transposón Tn5 en el mutante 16d. En función de estos resultados y el resto de la información aquí 
presentada hasta este punto, se procedió a utilizar estrategias propias de la química analítica para obtener 
la identidad del factor bioquímico mayormente responsable del fenotipo antifúngico de P. donghuensis 
SVBP6. 

La colaboración establecida entre nuestro laboratorio y el grupo del Dr. Antonio Evidente, del 
Departamento de Ciencias Químicas de la Universidad “Federico II” de Nápoles, nos permitió acceder a 
un método simple para obtener cristales de alta pureza de la 7HT. En primer lugar, se realizaron 
preparaciones a mayor escala de sobrenadante de SVBP6 y 16d y se liofilizaron (Ver Materiales y Métodos) 
para conservar las moléculas presentes durante el transporte. Una vez arribado, se chequeó el 
rendimiento de las extracciones a partir de estas preparaciones mediante TLC, observando que el extracto 

Figura 16:  Obtención de cristales de 7-hidroxitropolona. A) Foto representativa de los cristales obtenidos en la cristalización 
del extracto de sobrenadante SVBP6. Con flechas rojas se indican las pequeñas estructuras aciculares resultado de la 
evaporación del metanol. B) Espectro UV-Visible de estructuras aciculares obtenidas, resuspendidos en metanol (MetOH) o 
en medio de cultivo KB. Las líneas punteadas indican las longitudes de onda 327nm y 393nm, asociadas a la 7HT a pH neutro. 
Ver Figura 11 para detalles acerca de la representación de espectros UV-Visibles. 



Tesis doctoral  Federico Muzio 
 

75 
 

del mutante 16d carecía de una o varias moléculas, lo cual fue evidenciado por la presencia de una mancha 
al observar el extracto de SVBP6 a la luz UV (Figura 17 A). Se realizó la cristalización mediante la lenta 
evaporación de una solución hidroalcohólica del residuo seco del extracto en AcEt obtenido a partir del 
sobrenadante de SVBP6. Se obtuvieron cristales de un color marrón oscuro (Figura 16 A) los cuales, al ser 
redisueltos en solución acuosa, evidenciaron tener el patrón espectral UV-vis observado previamente en 

Figura 17:  Confirmación de la presencia de 7-hidroxitropolona en el extracto de SVBP6 mediante TLC y difracción de rayos 
X. A) Cromatografía en capa delgada de los extractos, con cloroformo:isopropanol (9:1) como fase móvil, de SVBP6 y 16d, así 
como el medio control KB0 (Kings’ B sin glicerol), extraídos a distintos pHs. B) Diagrama ORTEP de la molécula de 7HT basado 
en la estructura de difracción de rayos X del cristal obtenido del extracto de AcEt del sobrenadante libre de células de cultivos 
de SVBP6 en medio KB (ver Tabla A1 en Anexo A). C) Esquema del equilibrio tautomérico entre 7-hidroxitropolona (7HT) y 3-
hidroxitropolona (3HT). 
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el sobrenadante de SVBP6 y en su extracto (Figura 16 B). En el Departamento de Ciencias Químicas de la 
Universidad “Federico II” de Nápoles, se sometieron los cristales a difracción con rayos X, y el análisis de 
los datos corroboró que la estructura química de las moléculas presentes en el cristal era compatible con 
la 7-hidroxitropolona (Figura 17 B, Anexo A: Tabla A1). Asimismo, los cristales fueron sometidos a 
metilación mediante la reacción de diazotización, y se obtuvieron 2 derivados, 2,3 dimetoxitropolona y 
2,7 dimetoxitropolona, que fueron confirmados por sus espectros RMN (Anexo A: Figura A1). Estos dos 
productos resultado de la metilación pusieron de manifiesto la existencia de un equilibrio tautomérico en 
solución acuosa entre 7-hidroxitropolona y 3-hidroxitropolona (Figura 17 C). Ambas moléculas podrían 
ser de relevancia para el antagonismo de SVBP6. Sin embargo, bibliografía previa sobre el equilibrio 
tautomérico en solución (Kubo et al. 2007), indica una predominancia de la abundancia de la especie 7-
hidroxitropolona. Esto podría indicar un rol mayoritario de la 7HT frente a la 3-hidroxitropolona, por lo 
que de aquí en adelante se referirá a ella únicamente, a fin de mantener la claridad de este escrito. 

Estos resultados nos permitieron concluir inequívocamente que el extracto con actividad antagonista de 
M. phaseolina utilizado en este trabajo contenía mayoritariamente 7-hidroxitropolona (y su tautómero 
en solución), la cual está directamente ligada al patrón espectral UV-Vis observado en los ensayos. Dado 
que el mutante 16d no presenta señales espectrales ni en TLC compatibles con 7HT, y tampoco muestra 
actividad antifúngica, se deduce que el cluster génico biosintético presentado anteriormente en este 
trabajo (Figura 8) sería responsable de la biosíntesis y secreción de 7HT, como se ha descripto para P. 

donghuensis HYS.  

 

Actividad antifúngica de 7-hidroxitropolona. 

La coocurrencia de 7HT con la mayor parte de la actividad antifúngica del sobrenadante de SVBP6 (y de 
su extracto) indicaban una fuerte vinculación entre ambas características del medio extracelular de 
SVBP6, a pesar de la referencia previa de 7HT como sideróforo en P. donghuensis HYS (Jiang et al. 2016). 
Es por eso que en este punto de la caracterización, resultaba mandatorio determinar si la 7HT obtenida a 
partir de cultivos de SVBP6 presentaba actividad antifúngica. Para ello, se recurrió a evaluar la actividad 
inhibitoria de hongos fitopatógenos de la 7HT purificada a partir de extractos de sobrenadantes de SVBP6 
y de los derivados metilados correspondientes, gentilmente provistos por nuestro colaborador Dr. 
Antonio Evidente. El crecimiento de los distintos fitopatógenos indicó, en todos los casos, que el efecto 
fungistático dosis-dependiente del extracto de SVBP6 es compartido por la 7HT purificada (Figuras 12 y 
13). Asimismo, para F. graminearum y F. semitectum, 7HT complementó la actividad del extracto de 
cultivo del mutante 16d, el cual demostró no tener efecto sobre el crecimiento de estos fitopatógenos 
por sí mismo (Figura 19). Adicionalmente, se observaron cualitativamente los mismos resultados sobre el 
crecimiento del oomicete P. ultimum (Anexo A: Figura A2). En el caso de M. phaseolina (Figura 18 B), la 
actividad fungistática de la 7HT pura fue significativamente mayor en comparación con el extracto de 
SVBP6 aún a una misma A327 (Figura 18 A). Por el contrario, los dos derivados metilados de 7HT fueron 
incapaces de retrasar el crecimiento fúngico (Figura 18 B), lo que sugiere que la actividad de la 7HT 
depende mayormente de sus grupos hidroxilo. De esta forma, establecimos por primera vez que la 7HT 
es un metabolito antimicrobiano. Los resultados evidencian el rol fundamental que tiene 7HT en la 
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actividad inhibitoria de distintos fitopatógenos fúngicos en el medio condicionado por SVBP6, como 
responsable primaria del amplio rango de antagonismo de las células de SVBP6.  

Sin embargo, el efecto fungistático sostenido en el tiempo observado para SVBP6 en co-cultivo con 
distintos hongos (Figuras 15 y 16) parecería depender de la secreción activa de 7HT por parte de las células 
bacterianas, ya que en ausencia de células de SVBP6 los fitopatógenos ensayados fueron capaces de 
superar la inhibición dosis-dependiente de crecimiento por parte de 7HT, aunque a un ritmo menor de 

Figura 18:  Actividad antifúngica de la 7-hidroxitropolona obtenida por cristalización y de sus derivados de metilación, con 

relación a la actividad del extracto orgánico de sobrenadante de cultivo. A) Espectros UV-visible obtenidos para la 7HT (en 
concentración 1×, ver Figura 15) utilizada en este ensayo, así como para los derivados metilados de 7HT. B) Cuantificación 
del crecimiento superficial del hongo M. phaseolina en presencia de los compuestos/extractos ensayados.). Las 
concentraciones de 7HT cristalizada y extracto definidas como 1× y 1/2× se encuentras definidas en la Figura 15. El 
crecimiento del hongo se expresa en valores de ICM (ver Figura 14). 
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crecimiento (Figuras 14, 15, 19 y 20). Con la finalidad de determinar si la superación del hongo se debe a 
una inestabilidad química intrínseca de la 7HT, a una actividad fúngica de degradación de metabolitos o 
ambos efectos, evaluamos el efecto de distintos tiempos de preincubación sobre la actividad antifúngica 
de una cantidad fija de extracto en AcEt de sobrenadante de SVBP6. Para ello, se incorporó el extracto en 
PDA, como en ensayos anteriormente descriptos, desfasando la inoculación de M. phaseolina una vez al 
día por hasta 5 días (Figura 20 A, B y C). El experimento reveló que la actividad inhibitoria en el medio 
agarizado al momento de la inoculación del hongo disminuyó progresivamente hasta más del 50% de la 

Figura 19:  Actividad antifúngica de 7-HT y extracto de sobrenadantes de SVBP6 y de su mutante isogénico 16d vs F. 
semitectum  y F. graminearum. Cada hongo ensayado se muestra en esta figura cómo una foto representativa de las placa 
de 6 pocillos utilizadas (derecha) y cuantificaciones por ICM (ver Figura 7) vs tiempo. La leyenda común para las 
cuantificaciones del crecimiento del micelio de los hongos (izquierda) se encuentra en el extremo superior de la Figura. Los 
extractos de SVBP6 o de 16d se indican con la abreviatura “Ex”. A) Evaluación de la actividad antifúngica del extracto de 
SVBP6, 16d y 7HT cristalizada vs F. semitectum. La foto de la derecha corresponde a una réplica a las 72h de comenzado el 
ensayo incubada a temperatura ambiente. B) Evaluación de la actividad antifúngica del extracto de SVBP6/16d y 7HT 
cristalizada vs F. graminearum. La foto de la derecha corresponde a una réplica a las 144h de comenzado el ensayo, incubada 
a temperatura ambiente.  
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actividad, cómo se puede ver por la caída del t0,5, de un valor promedio de  88h inicial a 40h (caída del 
54,24%) (Figura 20 C) después de 5 días de incubación sin el hongo. Estos resultados indicaron que existe 
una reducción espontánea de la actividad en el extracto conteniendo 7HT. Sin embargo, más 
experimentos se necesitan para determinar si la forma de las curvas de crecimiento de M. phaseolina se 
explican solamente por esta inestabilidad intrínseca de la 7HT, o también a alguna actividad biológica de 
degradación de 7Ht por parte del fitopatógeno. 

En esta misma línea y con el objetivo de seguir caracterizando la relación entre la actividad de 7HT y su 
dependencia con la presencia de células, se evaluó la capacidad de células de SVBP6 o su mutante 16d de 
inhibir el crecimiento del micelio de M. phaseolina en pocillos con medio semisólido conteniendo las 
células bacterianas (Figura 21B). De esta forma, se podría observar si las células son capaces de sostener 
la inhibición del crecimiento del fitopatógeno (como sucede en los ensayos de antagonismo; Figura 9). En 
paralelo, se evaluó el efecto de una concentración fija de extracto de SVBP6, con una A327 comparable a 
la concentración 2× (Figura 15). Con este diseño, las células de SVBP6 fueron capaces de desfasar el 
crecimiento del micelio a un t0,5 de 193 h, siendo este un efecto mayor al exhibido por concentración de 
extracto 2× ensayada (t0,5=122h, Figura 21 A y C). Estos resultados podrían sugerir que, en estas 
condiciones de enfrentamiento, las células de SVBP6 fueron capaces de producir y mantener una 
concentración de 7HT suficiente para inhibir el crecimiento del hongo hasta 5 días, luego de los cuales el 
hongo superó esta restricción (Figura 21 A). En contraste, las células del mutante biosintético 16d fueron 
capaces de ejercer una actividad mínima, aunque significativa, sobre el crecimiento de M. phaseolina que 
alcanzó la confluencia del pocillo 1 día después que en el pocillo control (Figura 21). Este resultado era 
esperable, dada la incapacidad de las células de 16d de secretar 7HT al medio circundante. Sin embargo, 
la actividad inhibitoria residual del mutante 16d fue un indicio de la producción de otro/s metabolito/s 
fungistático/s sobre M. phaseolina en las condiciones del ensayo. Asimismo, la presencia de extracto junto 
a las células evidenció una actividad antifúngica significativamente mayor al de las células de SVBP6 (t0,5= 
261 vs 194h, Figura 21C), que resulta coherente por la combinación de la 7HT aportada por el extracto y 
la 7HT de origen celular. Cuando la misma dosis de extracto se incluyó en pocillos con células del mutante 
16d (t0,5=154h), notamos nuevamente que el efecto inhibitorio atribuible a las células mutantes fue 
mayor que el esperado por el aporte de la concentración de 7HT del extracto (122 h, Figura 21 C). Esta 
observación respalda la idea que las células de 16d son capaces de producir otro/s metabolito/s 
antimicrobiano/s además de 7HT.  
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Figura 20:  Estabilidad de la actividad antifúngica de 7HT. A) Cuantificación del crecimiento superficial del hongo M. 
phaseolina, dónde cada condición indica el tiempo de preincubación a 28°C del medio agarizado conteniendo extracto de 
SVBP6 en cada pocillo, antes de la siembra del inóculo de hongo (Tiempo de inicio). El crecimiento del hongo se representa 
en valores de ICM (ver Figura 14).  B) Foto representativa de la placa del ensayo de estabilidad de 6 pocillos luego de 96 h de 
incubación a 28°C. Los números al lado de cada pocillo indican el tiempo de preincubación del pocillo al momento de 
incorporar el inóculo de micelio. C) Evolución temporal de la actividad inhibitoria residual, en función del t0.5 (ver Figura 15). 
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Figura 21: Efecto de la complementación con el extracto de SVBP6 sobre células de SVBP6 y 16d. A) Cuantificación del 
crecimiento superficial del hongo M. phaseolina, dónde cada condición indica las células incorporadas al medio semisólido y 
la adición de extracto en AcEt de sobrenadante de cultivo de SVBP6 (Ex). El crecimiento del hongo se expresa en valores de 
ICM (ver Figura 14). B) Foto representativa de la placa de 6 pocillos del ensayo, luego de 116h de incubación a 28°C. C) Valores 
promedio de t0,5 (Ver Figura 15 ) de cada condición. 
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La biosíntesis de 7-hidroxitropolona y su actividad antifúngica son afectadas 

marginalmente por la presencia de Fe+2. 

Concentraciones relativamente bajas de Fe+2 (6-8 μM) son capaces de disminuir fuertemente (>90%) la 
producción de 7HT en la cepa P. donghuensis HYS, lo que derivó en la propuesta de 7HT como sideróforo 
para esa cepa (Jiang et al. 2016, Chen et al. 2018a). En este contexto, se determinó que los ensayos 
analizados hasta el momento para SVBP6, no eran capaces de discernir si la actividad de la 7HT observada 
era mediada por la escasez de hierro en el medio o por otras vías no identificadas para la 7-
hidroxitropolona. En función del rol de captador de Fe+2 descripto para 7HT y la estricta regulación sobre 
su biosíntesis en la cepa P. donghuensis HYS, se decidió evaluar la influencia de Fe+2 en la producción de 
7HT por parte de SVBP6.  

Para establecer si existía una restricción similar sobre la biosíntesis de 7HT en SVBP6 evaluamos, en primer 
lugar, el impacto de la suplementación con hierro sobre el crecimiento de SVBP6 en medio líquido. En un 
marcado contraste con el comportamiento de la cepa HYS, la producción de 7HT en la cepa SBVP6 se vio 
parcialmente reprimida por concentraciones de hierro ferroso aproximadamente 10 veces mayores que 
las inhibitorias en la cepa HYS (Figura 22 A, B). La reducción de la producción de 7HT fue de 
aproximadamente 50% en presencia de 100 μM de Fe+2 (Figura 15B). Este resultado sugiere que SVBP6 y 
HYS poseen una regulación diferencial de la biosíntesis y secreción de 7HT, siendo SVBP6 mucho menos 
sensible a la disponibilidad de hierro. Esto podría deberse a un rol diferencial del metabolito en los 
ambientes dispares desde los cuales se aislaron ambas cepas (sedimento de un lago para HYS, y suelo en 
producción agrícola para SVBP6; (Agaras et al. 2015, Gao et al. 2015)). Sin embargo, la actividad 
antifúngica observada para SVBP6 podría eventualmente explicarse por un mecanismo de competencia 
por el hierro del medio de cultivo entre las células de la bacteria y el fitopatógeno. En condiciones 
limitantes de hierro, la 7HT sería capaz de captar el Fe+2 para uso exclusivo o preferencial por parte de 
SVBP6, limitando nutricionalmente al fitopatógeno. Con el fin de establecer si la actividad antifúngica 
observada para SVBP6 era mediada por la disponibilidad de hierro, evaluamos el efecto del extracto en 
AcEt del sobrenadante de SVBP6 sobre el crecimiento del hongo fitopatógeno M. phaseolina en 
condiciones saturantes de Fe+2. A partir de datos espectrofotométricos de 7HT disponibles en bibliografía 
(Jiang et al. 2016), estimamos que las dosis de extracto 1× y 2× utilizadas en el ensayo correspondían a 
concentraciones de 7HT de 12 y 23 μM, respectivamente, mientras que las concentraciones de FeSO4 
evaluadas fueron 0, 15 y 50 μM (Figura 22C). Observamos que la combinación 12 μM 7HT y 50 μM FeSO4 
(relación Fe+2/7HT = 4,2) fue la única en la que se redujo parcialmente la actividad antifúngica de 7HT. 
Esto podría deberse a que la formación del complejo (7HT)2:Fe+2 favorecida para esa proporción de hierro 
y 7HT, podría provocar menor disponibilidad de 7HT para una acción directa sobre el hongo. Sin embargo, 
la actividad de la 7HT no se vio mayormente afectada para las demás condiciones evaluadas en las que la 
relación Fe+2/7HT fue <4 (Figura 22C).  

Previo a estos ensayos, al probar el antagonismo de las células 16d suspendidas en agar blando (ver 
sección anterior), se observó que a tiempos prolongados de incubación (>66h), los pocillos conteniendo 
sólo células del mutante 16d exhibían una coloración característica de la secreción de pioverdina al medio 
de cultivo. La aparición de pioverdina en cultivos de la cepa de P. donghuensis HYS, así como lo observado 
para cultivos de SVBP6 (Figura 11 D), podía estar señalando una limitación en la concentración de Fe+2 
disponible para las células en el medio de cultivo de los experimentos realizados hasta ese momento. Sin 
embargo, los resultados de actividad antifúngica mostrados por el extracto en condiciones saturantes de 
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Fe+2 indican que la actividad fungistática de 7HT es mayormente independiente de la presencia de hierro 
del medio, y sugieren un mecanismo de acción sobre el crecimiento micelial que no depende de la 
disponibilidad de hierro.  

Figura 22:  La producción de 7HT y actividad antifúngica vs M. phaseolina de SVBP6 son afectadas marginalmente por la  
presencia de FeSO4 . A) Efecto de FeSO4 (30 m) en la producción de 7HT durante el crecimiento de SVBP6. B) Producción de 
7HT (A327) en presencia de distintas concentraciones de FeSO4. Las determinaciones se realizaron por triplicado en cultivos 
muestreados a la DO600 indicada. C) Cuantificación del crecimiento superficial del hongo M. phaseolina, en función de 
distintas concentraciones de 7HT y FeSO4. El crecimiento del hongo se expresa en valores de ICM (ver Figura 14). Las 
condiciones con 23 μM de 7HT se muestran en tonos de rojo, mientras que las correspondientes a la adición de 12 μM de 
7HT se representan en tonos de azul. Dentro de cada grupo de datos, las concentraciones crecientes de FeSO4 se indican 
mediante la oscuridad del color, aumentando gradualmente. 
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La inhibición de hongos fitopatógenos por P. donghuensis SVBP6 a través de la 

biosíntesis de 7-hidroxitropolona, un metabolito antifúngico independiente de la 

disponibilidad de hierro. 

Al momento de ser aislado, Pseudomonas donghuensis SVBP6 se destacaba entre el resto de los 
aislamientos caracterizados en Agaras et al 2015, por su amplia capacidad de inhibir el crecimiento de 
diversos hongos fitopatógenos de importancia agronómica. Esta capacidad lo posicionaba como un 
candidato prometedor para un bioproducto agrícola, en vistas de la relación del biocontrol con la 
promoción del crecimiento vegetal (Beneduzi et al. 2012). Además, la ausencia de BGCs identificados en 
otros miembros del género Pseudomonas en su genoma sugería un potencial adicional, relacionado a la 
prospección de nuevas herramientas bioquímicas, útil para el conocimiento y beneficio humano (Agaras 

et al. 2018). Estas perspectivas guiaron al uso de la mutagénesis al azar con Tn5 como herramienta para 
identificar genes vinculados a la producción de metabolitos antimicrobianos. Así, dentro de una colección 
de 58 mutantes incapaces de antagonizar a M. phaseolina, y a los que se les determinó la secuencia génica 
interrumpida, se identificaron 6 mutantes independientes cuyas inserciones mapearon en una región 
cromosomal de 16 Kpb conteniendo 15 genes codificantes de proteínas biosintéticas, regulatorias y de 
transporte (Figura 8). 

Mientras se estudiaba esta región del cromosoma de SVBP6, resultados obtenidos para la cepa P. 

donghuensis HYS, caracterizada por su capacidad de captar Fe+2, revelaron que la biosíntesis de uno de 
sus sideróforos, la 7-hidroxitropolona (7HT), era dependiente de la expresión de los genes de un cluster 
génico homólogo al que habíamos identificado en SVBP6 (Chen et al. 2018a). Como ya fue mencionado 
en este capítulo, la biosíntesis de 7HT es fuertemente reprimida por la concentración de Fe+2 en el medio 
en el cual se evaluó el crecimiento de P. donghuensis HYS. Tal regulación estricta de la biosíntesis por la 
presencia de hierro resultaba coherente con la descripción de 7HT como sideróforo (Jiang et al. 2016). Sin 
embargo, el rol de esta molécula como mediador del antagonismo de cepas de Pseudomonas a agentes 
microbianos fúngicos no había sido estudiado previamente. Asimismo, como lo indican los resultados 
observados en este trabajo para el mutante 28l (gacS::Tn5), parece haber un punto común entre el control 
de la producción de 7HT en HYS y SVBP6, dado que se ha demostrado (Chen et al. 2018a) que en ambas 
cepas la expresión de los genes del cluster depende a nivel post-transcripcional de una cascada Gac-Rsm 
funcional. Además, resultados en HYS apuntan a la regulación transcripcional de la expresión de los genes 
biosintéticos mediante los reguladores tipo TetR y LysR, correspondientes al ORF 3 y ORF 14 en SVBP6 
(Figura 8, Tabla 2). 

La incapacidad de los mutantes de SVBP6 de antagonizar fitopatógenos (Figura 9) sugería un vínculo entre 
los genes interrumpidos, la biosíntesis y secreción de un compuesto como la 7HT o similar, y una relación 
directa de la 7HT con el fenotipo antagonista de SVBP6. Sin embargo, la marcada diferencia entre los 
ambientes de los cuales se habían aislado las cepas HYS y SVBP6 (Agaras et al. 2015, Gao et al. 2015), la 
heterogeneidad mostrada entre los genomas y fenotipos de SVBP6, HYS y P482 (Ossowicki et al. 2017, 
Agaras et al. 2018), así como la capacidad de SVBP6 de detener el crecimiento fúngico en medios ricos, 
daba indicios de una posible divergencia en el control y rol biológico de sus elementos en común, cómo 
el cluster asociado a la 7HT.  

La identificación de 7HT como el metabolito principal presente en el extracto con actividad fungistática 
de SVBP6 constituyó el vínculo necesario para poder relacionar la producción de 7HT en P. donghuensis y 
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las actividades de antagonismo de la cepa SVBP6. Esto significó la adición de las tropolonas como un nuevo 
tipo de metabolito antimicrobiano a la diversidad de compuestos producidos por Pseudomonas (Höfte 
2021, Müller et al. 2021, Zboralski et al. 2022b). Las tropolonas y los productos naturales que contienen 
un motivo tropolonoide se caracterizan por una estructura única de ciclopenta-2,4,6-trienona, que es un 
anillo aromático no bencenoide de siete miembros (Bentley 2008), entre las que se destacan las α-
tropolonas, aquellas que poseen hidroxilada la posición contigua al grupo ceto (Meck et al. 2014). Aunque 
se sabe que las tropolonas son producidas por bacterias (Allen et al. 1982), hongos (Seephonkai et al. 
2001) y plantas (Dewar 1945), la estructura del núcleo de la tropolona sigue siendo rara entre los 
productos naturales (Guo et al. 2019). Existen diversos casos de actividades antifúngicas y antibacterianas 
entre las α-tropolonas, como por ejemplo la 7-hidroxi-4-isopropiltropolona producida por Thuja plicata 
(cedro rojo occidental) que evita diversas podredumbres fúngicas en su madera (Roff et al. 1959) e incluso 
la misma 7-hidroxitropolona reportada como producto de Streptomyces neyagawaensis, la cual es capaz 
de competir por el ATP contra la aminoglucósido-2"-O-adenililtransferasa de diversas bacterias patógenas 
de humanos (Allen et al. 1982).  

En bacterias, la biosíntesis de tropolonas ha sido de interés desde la primera instancia en la que se 
identificó en Burkholderia plantarii, identificada como el agente causal de la podredumbre de plantines 
de arroz (Azegami et al. 1987). La biosíntesis de tropolona en este caso, fue explicada por experimentos 
de marcaje con isótopos, mostrando que la fenilalanina se convierte directamente en ácido fenilacético  
y posteriormente en tropolona (Wang et al. 2016b). De manera similar, otro estudio demostró la 
incorporación de glucosa, fenilalanina y ácido fenilacético en la tiotropocina y ácido tropoditioico, 
sugiriendo un origen de dichas tropolonas en el shikimato y/o fenilpiruvato (Cane et al. 1992). La 
secuencia del genoma del patógeno vegetal B. plantarii mostró genes relacionados con la producción de 
tropolona, genes regulatorios (factor de transcripción tipo LysR y un sistema de dos componentes) y 
sistemas secretorios (Miwa et al. 2016, Wang et al. 2016b). Otro ejemplo relevante de biosíntesis de 
tropolonas en bacterias es la descrita para Streptomyces. Análisis bioinformáticos revelaron nueve genes 
denominados trlA-R organizados en tres posibles operones: trlAB, trlCDEF y trlGHR, todos los cuales 
estaban involucrados en la vía del shikimato y en la vía catabólica del ácido fenilacético. En síntesis, a 
partir de las vías anabólicas de biosíntesis de corismato y fenilpiruvato que son reforzadas por la acción 
de TrlB, TrlH y TrlA, cuatro proteínas Trl (TrlF, TrlE, TrlC y TrlD) modifican secuencialmente los precursores 
para formar tropolona, 7-hidroxitropolona y 3,7-dihidroxitropolona. Esta última posee actividades 
antimicrobianas, antivirales y anticancerígenas (Chen et al. 2018c). 

Respecto del género Pseudomonas, la producción de tropolonas había sido reportada por primera vez en 
P. donghuensis HYS (Jiang et al. 2016) y se había asociado al cluster génico mencionado previamente (Chen 

et al. 2018a). Sin embargo, la ruta biosintética de tropolonas, así como la producción de una α-tropolona 
interviniendo en el antagonismo antifúngico de Pseudomonas, no habían sido descritas al momento de 
inicio de este trabajo. No obstante, durante la escritura del presente manuscrito, se reportó la biosíntesis 
de 7HT por parte de los productos del cluster génico tpo del aislamiento Pseudomonas sp. Ps652 (Figura 
23, (Moffat et al. 2024)), homólogo al cluster asociado al antagonismo fúngico de SVBP6 (Figura 8, Tabla 
2). Se ha identificado la decarboxilasa dependiente de TPP TpoG (ORF 8 en Figura 8, Tabla 2) que cataliza 
la conversión del ácido fenilpirúvico, proveniente de la vía del shikimato, en fenilacetaldehído. Este último 
compuesto es posteriormente oxidado por una deshidrogenasa no descrita (no incluida en el cluster), 
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resultando en ácido fenilacético (PAA), que también puede ingresar a la vía de biosíntesis como sustrato 
catabólico de la bacteria.  

 

La fenilacetato CoA ligasa TpoF (ORF 9 en Figura 8, Tabla 2) convierte el fenilacetato en fenilacetato-CoA, 
que luego es catabolizado por el catabolón de fenil acetato (PaaABCDE, genes COO64_RS25505 - RS25485, 
y PaaG, gen COO64_RS25530, en el genoma de SVBP6), produciendo oxepina-CoA. A través de la enoyl 
CoA hidratasa TpoN (ORF1 en Figura 8, Tabla 2), se lleva a cabo la conversión a 3-oxo-5,6-
dehydrosuberoyl-CoA semialdehído (2, Figura 23), que, mediante una condensación espontánea de 
Knoevenagel, forma el precursor ciclado 2-hydroxycyclohepta-1,4,6-triene-1-formyl-CoA (3, Figura 23). 
Finalmente, mediante las actividades secuenciales de la deshidrogenasa TpoE y la tioesterasa TpoD (ORF 
10 y ORF 11 en Figura 8, Tabla 2) y una decarboxilación espontánea, se ha descrito que Ps652 produce 
tropolona, el precursor inmediato de 7HT en esta cepa. No se ha descrito en Moffat et al. 2024 una enzima 
responsable de la conversión de tropolona a 7HT o 3,7-dihydroxytropolona (3,7-dHT), sin embargo, en 
SVBP6 este rol podría cumplirlo la oxidoreductasa SDR producto del ORF 15 (Figura 8, Tabla 2). 

Por otro lado, los resultados obtenidos en el presente trabajo no sólo identificaron inequívocamente la 
7HT como el metabolito principal con antagonismo fúngico en el sobrenadante de cultivo de SVBP6, sino 
que aportaron información acerca del rol de la 7HT en dicho antagonismo. Estos resultados apuntaron a 
resolver la siguiente pregunta: ¿Cuál sería el mecanismo antifúngico de 7HT? Como se menciona 
anteriormente, la 7HT en P. donghuensis había sido identificada como un sideróforo contribuyendo a la 
adquisición de hierro en la cepa HYS, por lo cual, el mecanismo que estos antecedentes para la inhibición 
de hongos por parte de la 7HT, era la de limitar el crecimiento a través de la reducción de la disponibilidad 
de hierro en el medio de cultivo. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo divergen de tal 
hipótesis, en función de tres observaciones: Primero, la producción de 7HT no fue abolida (Figura 22 A y 
B) con la suplementación de hierro (como sí ocurrió con la producción de pioverdina). Las condiciones 
ensayadas en este trabajo muestran un descenso parcial de la producción de 7HT, a concentraciones que 

Figura 23:  Ruta propuesta para la biosíntesis de 7HT y 3,7-dHT en Pseudomonas sp. Ps652. Adaptado de Moffat el al 
2024. 
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exceden aquellas que eran capaces de minimizar la 7HT presente en el medio de cultivo de la cepa HYS 
(Jiang et al. 2016). En segundo lugar y relacionado con esta observación, no pudimos detectar secuencias 
de ADN consistentes con cajas Fur (Deng et al. 2015) a lo largo de las regiones promotoras de los genes y 
operones anotados en el clúster de genes asociado con la producción de 7HT en la cepa SVBP6 (Figura 8). 
Esto indicaría una regulación de la expresión de dicho clúster independiente de una regulación directa por 
la presencia de hierro en el medio de cultivo dónde se encuentra SVBP6. En tercer lugar, concentraciones 
abundantes de FeSO4 no fueron capaces de anular el efecto observado de 7HT sobre M. phaseolina (Figura 
15 C). Esto indicaría una inhibición del crecimiento independiente del hierro disponible para el hongo.  

Las α-hidroxitropolonas, como la 7HT, poseen tres átomos de oxígeno en una disposición contigua que los 
convierte en inhibidores competitivos potentes de una variedad de metaloenzimas eucariotas dinucleares 
que contienen iones divalentes en su sitio activo, como Mg+2, Zn+2 y Cu+2 (Guo et al. 2019); estos incluyen 
la inositol monofosfatasa, la fosfatasa alcalina, la dopamina-oxigenasa (Meck et al. 2014), así como 
miembros de la superfamilia de transferasas nucleotídicas que requieren dos iones Mg+2 en sus sitios 
activos (Piettre et al. 1997). La pérdida completa de actividad antifúngica por parte de los derivados 
metilados de 7HT ensayados en este trabajo (Figura 18 B), resaltó la importancia de los grupos hidroxilos 
para la actividad de 7HT. Esto está en línea con el aumento de la eficiencia quelante de las formas iónicas 
ante una desprotonación de los grupos hidroxilo en condiciones fisiológicas reportado para este tipo de 
moléculas (Meck et al. 2014). Asimismo, resultados posteriores en la cepa P482 (Jafra et al. 2024) 
aportaron información complementaria acerca del rol de la 7HT en el antagonismo de P. donghuensis. En 
esta cepa, la actividad antibacteriana ante D. solani y P. syringae resultó ser dependiente tanto de 7HT 
como de pioverdina. En la cepa P482 bajo condiciones limitantes de Fe+2, la pioverdina actúa limitando el 
hierro disponible para los fitopatógenos, mientras que la producción de 7HT ejerce una acción directa de 
inhibición a los fitopatógenos. Este escenario podría ser homólogo en SVBP6, sin embargo como se 
menciona anteriormente, existen grandes diferencias fenotípicas entre las cepas, como la producción de 
volátiles, o la presencia de secuencias Fur en el BGC de la 7HT para P482. En este sentido, se determinó 
que al crecer P482 con glicerol como única fuente de carbono, los niveles de expresión del cluster 

biosintético de 7HT disminuían su expresión respecto de medios con glucosa como fuente de carbono, 
asignando la actividad antimicrobiana en estas condiciones a un metabolito desconocido, asociado a un 
cluster de genes novedoso. Por otro lado, al crecer P482 utilizando glucosa como única fuente de carbono, 
los autores concluyen que, al observar una disminución en la expresión de los genes del cluster novedoso, 
el antagonismo observado frente a D. solani y P. syringae de debe mayoritariamente a 7HT. Esto es 
contradictorio con resultados obtenidos para SVBP6, dado que no se detectó producción de 7HT en M9-
glucosa (resultado no mostrado), reforzando la idea de una regulación de la producción de 7HT muy 
heterogénea entre distintas cepas de P. donghuensis. 
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 Conclusiones 
 

Conjuntamente, los resultados obtenidos en este capítulo proporcionan una respuesta clara a la incógnita 
que surgió durante el aislamiento y caracterización de P. donghuensis SVBP6, así como a la hipótesis que 
originó este estudio. El principal metabolito responsable del fenotipo de inhibición del crecimiento a 
hongos fitopatógenos, al menos en las condiciones experimentales de co-cultivo utilizadas, es la 7-
hidroxitropolona. Se observó que este compuesto ejerce un efecto fungistático sobre las hifas de los 
hongos, independientemente de la concentración de hierro en el medio, lo que sugiere un posible efecto 
directo de la molécula sobre la fisiología fúngica. Además, se identificó un clúster biosintético en el 
genoma de SVBP6 asociado a la producción de 7HT, cuya correcta expresión depende de la cascada Gac-
Rsm, dado que se requiere una quinasa GacS funcional para detectar la presencia de 7HT en el medio de 
cultivo bacteriano. Estas observaciones y sus conclusiones contribuyen a consolidar el vínculo entre las 
tropolonas y el antagonismo frente a hongos fitopatógenos en el género Pseudomonas, aportando una 
nueva familia de moléculas al arsenal bioquímico antimicrobiano conocido para este género. 
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 Anexo A 
 

 

  

Tabla A1: Parámetros obtenidos para los cristales de 7HT por difracción de rayos X. 
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  Figura A1: Confirmación por RMN de la estructura de 7-hidroxitropolona y sus derivados metilados. Los espectros 
corresponden a 7-hidroxitropolona, 2,3-dimetoxitropolona y 2,7-dimetoxitropolona, respectivamente, todos obtenidos en 
CDCl3 a 400 MHz. 
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Figura A2: Actividad antifúngica de 7-HT y extracto de sobrenadantes de SVBP6 y de su mutante isogénico 16d vs P. 
ultimum. (izquierda). Cuantificación del crecimiento superficial del oomicete P. ultimum en presencia de los 
compuestos/extractos ensayados, expresados en ICM (ver Figura 7 en Materiales y Métodos) vs tiempo. Los valores 
representados corresponden al valor medio obtenido de duplicados. Los extractos de SVBP6 o de 16d se indican en la leyenda 
con la abreviatura “Ex”. (derecha) Fotografía de una de las placas de 6 pocillos utilizadas, luego de 72hs a 28°C. 
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 Capítulo 2: “Análisis multi-ómico 
comparativo de nuevos BGCs y     

metabolitos especializados en P. 
donghuensis SVBP6” 
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 Introducción 
 

Desde las primeras técnicas de generación masiva de datos biológicos, como los microarrays, las 
tecnologías “ómicas” han avanzado significativamente. Las mejoras continuas en la velocidad de 
procesamiento de muestras, junto con la disminución de los costos de secuenciación profunda, han hecho 
que estas técnicas sean accesibles para un público más amplio (Grady et al. 2017). La anotación 
computacional y los análisis genómicos comparativos de secuencias de ADN han proporcionado 
información sobre la función de los genes, las estructuras genómicas, las vías biológicas, las redes 
metabólicas y regulatorias, y la evolución de los genomas microbianos, lo que ha mejorado enormemente 
nuestra comprensión del metabolismo microbiano. Sin embargo, para dilucidar completamente el 
metabolismo microbiano y sus respuestas a factores ambientales, es necesario incluir la caracterización 
funcional y la cuantificación precisa de todos los niveles de la información genética, ARNm, proteínas y 
metabolitos, así como sus interacciones. Así es como, desde la genómica con el ADN, se ha aplicado este 
tipo de aproximación a la información biológica para desarrollar tecnologías analíticas relacionadas con la 
medición de ARNm, proteínas y metabolitos. Estos esfuerzos han dado lugar a la creación de varios nuevos 
campos de investigación "ómica": transcriptómica, proteómica, metabolómica, interactómica, entre otros 
(Zhang et al. 2010). Sin embargo, incluso con estas ventajas, los conjuntos de datos de una única técnica 
o nivel de información biológica todavía ofrecen solo una dimensión de las actividades de un organismo. 
Es un fenómeno bien estudiado, por ejemplo, que los niveles de ARNm a menudo se correlacionan 
pobremente con los niveles de proteínas (Ideker et al. 2001, Nie et al. 2007). Incluso en bacterias, donde 
muchos genes y operones están regulados principalmente a nivel transcripcional, se ha determinado que 
las redes regulatorias co- y post-transcripcionales tienen un papel importante en la expresión de genes 
metabólicos y en la abundancia de proteínas. Además, independientemente del sistema modelo, las 
mediciones transcripcionales por sí solas proporcionan poca o ninguna información sobre la actividad 
catalítica de las enzimas. Por estas razones, es deseable recolectar y analizar múltiples capas de datos 
ómicos simultáneamente para comprender verdaderamente un sistema biológico complejo, a pesar de 
las dificultades bioinformáticas de este proceso a la hora de integración de datos (Grady et al. 2017). 

En general, todos los enfoques experimentales ómicos comparten características principales que los 
diferencian con los procedimientos tradicionales, permitiéndole estudiar fenómenos más complejos. 
Estas características se resumen en: Los enfoques ómicos son holísticos y derivados de los datos 
obtenidos, en estrategias del tipo “top-down”; interpretan a los procesos biológicos como un solo sistema 
integrado, en lugar de una colección de sistemas individuales; y, finalmente, generan grandes cantidades 
de datos, los cuales luego requieren de un intensivo proceso computacional y estadístico para ser 
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analizados (Zhang et al. 2010). Sin embargo, cada enfoque aborda un nivel de la expresión biológica 
diferente (Figura 24), de los cuales se destacan para este trabajo:  

La transcriptómica, es una de las herramientas para medir el conjunto completo de todas las moléculas 
de ARNm, o "transcriptos", producidos en una célula o en una población de células. Los datos obtenidos 
por esta aproximación reflejan los genes que están siendo activamente expresados en un momento dado. 

La proteómica es derivada del conjunto de tecnologías con la capacidad de identificar y medir proteínas a 
gran escala, que tienen como objetivo el análisis simultáneo de todas las proteínas expresadas por una 
célula, tejido u organismo en una condición fisiológica específica (Zhang et al. 2010). Dado el rol central 
de las proteínas en los procesos celulares, la proteómica proporciona, por ejemplo, información sobre la 
regulación diferencial de rutas metabólicas, destacando a los actores clave en la biosíntesis de productos 
naturales (Palazzotto et al. 2018).  

La metabolómica implica la medición de pequeñas moléculas, que son los productos y sustratos de 
reacciones químicas dentro de los sistemas biológicos, lo que proporciona información esencial sobre el 

Figura 24: Representación esquemática del flujo de trabajo “multi-ómico” para el descubrimiento de productos naturales. El 
flujo de trabajo representado incluye los procedimientos experimentales utilizados en los enfoques de genómica, 
transcriptómica, proteómica y metabolómica. Adaptado de Palazzotto et al. (2018). 
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estado biológico subyacente del sistema en cuestión. Puede involucrar una exploración "no dirigida", en 
la que se perfilan miles de características desconocidas y se miden las diferencias relativas en dos 
condiciones o en una población (semi-cuantificación) (Liu et al. 2017).  

Los metabolitos especializados, son producidos por muchos microorganismos que codifican BGCs 
productores de antimicrobianos, sideróforos y moléculas de QS. Estas biomoléculas no solo tienen 
aplicaciones versátiles en la medicina moderna y la biotecnología, sino que también desempeñan un papel 
ecológico importante al mediar las interacciones de los productores microbianos con su entorno y los 
organismos simpátricos (Zhang et al. 2024). El desarrollo de técnicas ómicas ha contribuido 
significativamente al resurgimiento del descubrimiento de nuevos antibióticos, aumentando la 
comprensión de los complejos mecanismos que controlan la expresión de BGCs que codifican metabolitos 
especializados (Thapa et al. 2019). Gracias a los avances tecnológicos en genómica, metabolómica, 
transcriptómica y otras ómicas, se ha explorado el potencial biosintético de sistemas grandes y complejos, 
revelando nuevos BGCs y descubriendo nuevos productos naturales. La integración del análisis multi-
ómico puede proporcionar una enorme visión tanto de la diversidad, distribución y evolución de los BGCs 
(Palazzotto et al. 2018).  

Dada la competitividad en los entornos donde habitan ciertos microorganismos, la producción coordinada 
de metabolitos especializados se convierte en una adaptación crucial, debido al alto costo metabólico 
asociado a su biosíntesis (Zboralski et al. 2020). Además, la regulación precisa de los BGCs responsables 
de su producción garantiza una eficiente coordinación en la expresión génica, optimizando así el impacto 
fenotípico a nivel comunitario. Comprender los mecanismos que inducen la expresión de estos grupos de 
genes es esencial para avanzar en el descubrimiento de nuevos compuestos beneficiosos. La identificación 
de reguladores globales que controlan la expresión de genes biosintéticos crípticos ha abierto nuevas 
posibilidades en este campo (Thapa et al. 2019). Como se describe con más detalle en la introducción de 
este manuscrito, en el género Pseudomonas, uno de los reguladores globales del metabolismo 
especializado, el fitness celular y los comportamientos sociales más importantes es la cascada regulatoria 
post-transcripcional Gac-Rsm (Ferreiro et al. 2021). Este sistema, presente en todo el género, consta de 
dos módulos principales (Figura 4, en Introducción General): 1) un módulo de señalización y transducción, 
dominado por el sistema de dos componentes GacS-GacA y quinasas sensoriales accesorias (como RetS), 
y 2) un módulo de salida en el cual el GacA fosforilado activa la expresión de ARN no codificantes 
(RsmX/Y/Z), que se unen a proteínas de la familia Rsm, liberando así los ARNm diana (Lapouge et al. 2008). 
Aunque la naturaleza química de la/s señal/es detectada/s por GacS continúa siendo desconocida, se ha 
observado que las moléculas autoinductoras del sistema Gac-Rsm están presentes en los sobrenadantes 
de cultivo, dependiendo de la densidad celular (Latour 2020).  

En cepas modelo de biocontrol como P. protegens CHA0 y Pf-5, la cascada Gac-Rsm juega un papel crucial 
en la transición del metabolismo primario al secundario, lo cual es esencial para la adaptación y 
supervivencia en ambientes competitivos como la rizósfera de plantas o durante infecciones en 
hospedadores (Latour 2020). Esta cascada regula positivamente la expresión de diversos grupos de genes 
biosintéticos, que a su vez conducen a la producción de varios metabolitos antimicrobianos 
especializados. Entre estos compuestos se incluyen 2,4-diacetilfloroglucinol, pirrolnitrina, pioluteorina, 
cianuro de hidrógeno, orfamidas, protegencina, toxoflavina y rizoxina, como lo han documentado diversos 
estudios (Haas et al. 2005, Loper et al. 2016, Yan et al. 2018, Mullins et al. 2021). Además de su rol en la 
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síntesis de estos metabolitos, la cascada Gac-Rsm también activa la expresión de genes que permiten a la 
bacteria defenderse contra amenazas eucariotas, incluyendo la producción de enzimas extracelulares 
como quitinasas, metaloproteasas y fosfolipasa C, así como la proteína insecticida FitD (Sacherer et al. 
1994, Loper et al. 2016). La interrupción de la actividad de GacS, GacA o de los ARN reguladores tipo Rsm 
mediante mutaciones resulta en una disminución de la capacidad de la bacteria para suprimir 

Figura 25: La regulación Gac-Rsm en P. donghuensis SVBP6 y ubicación de la inserción de Tn5 en el mutante 28l. A) Elementos   
de la cascada regulatoria Gac-Rsm presentes en el genoma de SVBP6 (Agaras et al. 2018). B) Representaciones esquemáticas 
del polipéptido GacS, indicando la posición aproximada (flecha roja) en la que ocurre la interrupción de la secuencia del 
sensor quinasa por la inserción Tn5 en el gen gacS. (Izquierda) Adaptado de Zuber et al 2003. (Derecha) Adaptado de 
representación tridimensional de la estructura de GacS, predicha con AlphaFold 
(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/A0A2M9VRN1). 
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enfermedades en plantas, haciéndola más vulnerable a la depredación por protistas del suelo (Kay et al. 
2005, Jousset et al. 2006). La relevancia de la cascada Gac-Rsm en la regulación estricta de la producción 
de metabolitos especializados ha sido confirmada en diversos aislamientos del suelo con propiedades 
biocontroladoras, como P. fluorescens SBW25, P. brassicacearum NFM421, P. fluorescens QS161, P. 

chlororaphis 30-84 y P. aeruginosa M18, entre otros  (Lalaouna et al. 2012, Stallforth et al. 2013, Wang et 

al. 2013, Wei et al. 2013, Cheng et al. 2015, Song et al. 2015b).  

El genoma de la cepa de P. donghuensis SVBP6 contiene todos los elementos genéticos para una cascada 
Gac-Rsm funcional (Figura 25 A, Agaras et al. (2018)). En primer lugar, en el genoma se encuentran los 
genes gacS (QYF67_RS20035), retS (QYF67_RS12065) y gacA (QYF67_RS12065), que codifican para los 
productos proteicos histidina kinasa GacS y RetS, así como el regulador de respuesta GacA. Estos tres 
primeros componentes peptídicos corresponden al llamado “módulo de señalización” del sistema de 
regulación Gac-Rsm, en el cual GacS y RetS son capaces de detectar y responder a molécula/s 
autoinductora/s de identidad química desconocida liberado al medio circundante a las células. Esta 
respuesta es comunicada mediante el regulador de respuesta GacA, el cual es fosforilado por GacS, para 
promover la transcripción de los ARN que componen el “módulo de salida”. Para el módulo de salida, en 
el genoma de SVBP6, están codificados los ARN RsmY (posición 5242500 a 5245500, cadena molde) y 
RsmZ (posición 1305000 a 1308000, cadena codificante). Asimismo, las proteínas represoras de la 
actividad traduccional de múltiples ARNm, cuyas actividades asociadas son reguladas por Gac-Rsm, SVBP6 
posee en su genoma la información que codifica para RsmA (QYF67_RS24295), RsmE (QYF67_RS15755) y 
RsmI (QYF67_RS21850). A partir de la colección de mutantes mencionada en el Capítulo 1 de este 
manuscrito, dónde 58 mutantes fueron aislados por su pérdida del antagonismo hacia M. phaseolina, se 
identificaron 2 clones independientes cuya inserción única del transposón Tn5, se encontraba dentro de 
gacS. Uno de ellos, el mutante 28l, fue caracterizado y destacado por su fenotipo pleiotrópico diferencial 
a SVBP6, que exhibía alteraciones en diversas actividades, entre ellas, su actividad antimicrobiana . 28l 
poseía la inserción Tn5 en el nucleótido 2290 (Figura 25 B), causando la expresión de una versión del 
polipéptido GacS truncado en el residuo 763, dentro del dominio funcional que participa en la 
transferencia de un grupo fosfato de una hacia GacA (denominado “phosphorelay”) (Figura 25 B). 
Asimismo, en adición a su fenotipo deficiente de actividades característicamente asociadas a una cascada 
regulatoria Gac-Rsm funcional, se reportó previamente que la abundancia celular del transcripto de RsmY 
(dependiente de la activación por la acción de GacA) era apenas detectable por Northern blot, aún en 
cultivos saturados, y mucho menor que para la cepa silvestre (Agaras et al. 2018). 

Al inicio de este trabajo de tesis, SVBP6 mostraba un antagonismo mediado por factores solubles 
inicialmente desconocidos en ensayos in vitro. A través de la minería del genoma de SVBP6 (Agaras et al. 
2018), se determinó que el aislamiento no poseía ninguno de los BGC clásicos asociados al control 
biológico en otras cepas del género Pseudomonas, aunque su actividad antifúngica dependía de GacS 
funcional. Los resultados presentados en el Capítulo 1 demuestran que la mayor parte del antagonismo 
de SVBP6 frente a M. phaseolina y miembros del género Fusarium se debe a la producción del metabolito 
7-hidroxitropolona (7HT), junto con los genes responsables de su síntesis. Sin embargo, otros estudios en 
nuestro laboratorio paralelos al desarrollo de este trabajo revelaron que, a pesar de su incapacidad de 
producir 7HT y con un antagonismo reducido hacia otros hongos fitopatógenos, mutantes de SVBP6 
deficientes en la producción de 7HT, son aún capaces de inhibir el crecimiento de bacterias fitopatógenas, 
como Xanthomonas vesicatoria, y del hongo Sclerotinia sclerotiorum. Sin embargo, el mutante 28l perdió 
toda actividad antimicrobiana (Martins et al. 2023). Estas observaciones sugieren que SVBP6 produce, 
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además de 7HT, otro/s metabolito/s especializado/s con actividad antimicrobiana, y que la expresión de 
los genes que determinan su ruta biosintética requiere al sensor GacS funcional. 

En este contexto, el presente Capítulo se centra en la identificación de otros componentes genéticos y 
metabólicos implicados en el fenotipo antimicrobiano de SVBP6, más allá de los ya identificados. Para ello, 
se empleó una aproximación multi-ómica, aprovechando la cualidad pleiotrópica de la cascada regulatoria 
Gac-Rsm para identificar determinantes de actividades relacionadas con el biocontrol y la producción de 
metabolitos especializados.   
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 Hipótesis de trabajo 
 

La cepa bacteriana Pseudomonas donghuensis SVBP6 posee clústeres génicos biosintéticos (BGCs), cuya 
expresión es dependiente de la activación mediada por la función de GacS, y que son determinantes de la 
biosíntesis de metabolitos con actividad antimicrobiana independiente de 7HT. 

 

 Objetivos específicos 
 

 Determinar el estado fisiológico óptimo de cultivos de la cepa P. donghuensis SVBP6 para la toma 
de muestras necesaria para los análisis comparativos ómicos vinculados a la función de GacS. 

 Caracterizar el impacto transcriptómico de la pérdida de función de gacS en SVBP6. 
 Caracterizar el impacto proteómico de la pérdida de función de gacS en SVBP6. 
 Caracterizar el impacto metabolómico de la pérdida de función de gacS en SVBP6. 
 Identificar nuevos BGCs y/o metabolitos antimicrobianos a través de la integración de los distintos 

análisis ómicos comparativos de la pérdida de función de gacS en SVBP6. 
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 Materiales y Métodos 
 

Conservación y crecimiento de cepas bacterianas 

Las cepas bacterianas utilizadas en este capítulo y sus temperaturas  de crecimiento se detallan en la Tabla 
3. Las cepas se conservaron en condiciones de esterilidad, en una solución stock acuosa de glicerol 20% 
final en ultrafreezer (-80°C). De forma rutinaria, las cepas fueron recuperadas de los stocks y crecidas de  
en agar nutritivo NA (agar tripteína soja, 40 g/L; extracto de levadura, 5 g/L) para su manipulación a corto 
plazo. Para cultivos overnight (aproximadamente 16 horas) se utilizó caldo nutritivo NYB  (caldo nutritivo, 
25 g/L; extracto de levadura, 5 g/L). Los cultivos de SVBP6 y su mutante gacS::Tn5 (28l) utilizados para 
obtener muestras en las distintas aproximaciones ómicas fueron crecidos en medio de cultivo King’s B 
(KB; glicerol 8 g/l, peptona bacteriana 10 g/l, K2HPO4.3H2O 1,5 g/l, MgSO4,7H2O 1,5 g/l). En caso de 
requerirlo, se incluyeron los siguientes antibióticos en los medios de cultivo: para Pseudomonas, 
tetraciclina (Tc) 125 µg/ml, y estreptomicina (Str) 200 µg/ml para medios sólidos y 100 µg/ml para medios 
líquidos. Para E. coli, tetraciclina (Tc) 25 µg/ml. 

Microorganismos utilizados 

Microorganismo/Cepa Descripción 
Temperatura 

óptima de 
crecimiento 

Referencia 

Pseudomonas 
donghuensis SVBP6 

Aislamiento silvestre proveniente de suelo 
agrícola en Viale, Provincia de Entre Ríos, 

Argentina 
28°C (Agaras et al. 

2018) 

P. donghuensis 28l Mutante SVBP6 con inserción Tn5 en gacS 
(gacS::Tn5) StrR 28°C (Agaras et al. 

2018) 

Escherichia coli DH5α 
recA1 endA1 hsdR17 deoR thi-1 supE44 

gyrA96 relA1Δ(lacZYA-argF) U169 
(Φ80dlacZΔM15) 

37°C Stock de 
laboratorio 

Macrophomina 
phaseolina 

CCC 131-2010 

Aislamiento fúngico silvestre de plantas de 
soja 

 (Bengolea, Córdoba, Argentina). 
28°C (Agaras et al. 

2015) 

Plásmidos utilizados 

pME7402 
Vector pPROBE-TT’ conteniendo una fusión transcripcional del 
promotor de rsmZ  de P. protegens CHA0 (340 pb) y el ORF de 

GFP (PrsmZ-gfp), TcR 

(Dubuis et al. 
2006) 

Tabla 3: Microorganismos y plásmidos utilizados en este capítulo.  
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Conservación y crecimiento de aislamientos fúngicos 

En este capítulo se utilizó el aislamiento M. phaseolina CCC 131-2010 (Tabla 3). Para su recuperación a 
partir de stocks de conidios conservados en suspensión acuosa en glicerol 20% a -80°C y manipulación a 
corto plazo se empleó medio agarizado papa-dextrosa (potato dextrose agar, 39 g/L, Laboratorios 
Britania). Cincuenta microlitros de suspensión de conidios se transfirieron a placa de PDA y fueron 
esparcidos con espátula de Drigalski. Luego de 24-48h a 28°C, cuando el micelio resultante de los conidios 
cubría toda la superficie del agar, un rectángulo de 1x1cm fue cortado y apoyado sobe una nueva placa 
de PDA. Una vez crecida cercana a la confluencia (aproximadamente 72h), con la ayuda de un bisturí 
esterilizado, se tomó material del borde externo del crecimiento micelial de manera de utilizar la porción 
de micelio más activa para los ensayos correspondientes.  

 

Transformación de pME7402 en SVBP6 por electroporación 

Las células de P. donghuensis SVBP6 fueron transformadas para la incorporación del plásmido pME7402, 
siguiendo parámetros de preparación de células y electroporación de P. protegens (Tabla 3, Heeb et al. 
(2002)). Para preparar las células electrocompetentes se inoculó un Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 
100 ml de medio NYB y se crecieron a 28°C, 200 rpm. Una vez que el cultivo alcanzó una DO600 de 0,7, las 
células se colectaron por centrifugación a 5000 rpm por 15 min a 4°C y se lavaron al menos tres veces con 
una solución fría de glicerol 10% (v/v) en H2O milliQ. Alícuotas de 50 µl fueron guardadas a -80°C para 
usos futuros. Para la electroporación, una alícuota de células electrocompetentes se mezcló con 0,05-0,5 
µg de plásmido pME7402 (Tabla 3, obtenido por miniprep de E. coli DH5α (Sambrook 1989)) en una cubeta 
0,1 cm y se electroporó en un Bio-RAD gene pulser con un pulso de voltaje de 2,5 kV, 25 µF y 200 Ω. Luego 
de la transformación, la mezcla se diluyó en 1 ml de medio SOC (triptona, 20 g/l; extracto de levadura, 5 
g/l; NaCl, 0,584 g/l; KCl, 0,19 g/l; MgCl2.6H2O, 2,03 g/l; MgSO4.7H2O, 3,96 g/l; Glucosa, 3,96 g/l) y se incubó 
durante 1 h a 28°C, 200 rpm. Por último, la mezcla se plaqueó en medio NA sólido con Tc 125 para la 
selección de colonias conteniendo el plásmido. 

Extracción de “señal Gac” a partir de cultivos de SVBP6. 

Para la obtención del extracto conteniendo la/s molécula/s activadora/s de la cascada regulatoria Gac-
Rsm, se siguió el procedimiento descrito en Dubuis et al. (2006). Se crecieron cultivos de P. donghuensis 

SVBP6 a partir de un cultivo ON, en Erlenmeyers de 125 ml, utilizando 20 ml de medio Casaminoácidos-
glicerol (CSM; glicerol, 17,8 g/l; casaminoácidos, 5 g/l; K2HPO4, 1,5 g/l; MgSO4.7H2O, 75 g/l; FeCl3.6H2O, 
5,4 g/l; ZnCl2, 2,7 g/l) durante 20 horas, a 28°C y 200 rpm. El sobrenadante obtenido se centrifugó 10 
minutos a 10000 rpm, se filtró a través de membranas de 0,45 µm, se acidificó a pH =5,0 utilizando HCl, y 
se extrajo con 1/3 de volumen de diclorometano, utilizando ampollas de decantación. Los extractos se 
secaron con Na2SO4, se filtraron con papel de filtro y se evaporaron en rotavapor. El residuo remanente 
en el balón se resuspendió en un volumen de metanol equivalente a 1/100 del volumen de cultivo tomado 
para el procesamiento. 
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Expresión de PrsmZ-gfp para el monitoreo de la actividad de GacS. 

La actividad del módulo de señalización Gac-Rsm se monitoreó mediante la expresión de la fusión 
transcripcional entre el promotor del gen rsmZ de P. protegens CHA0 y gfp (PrsmZ-gfp), codificada en el 
plásmido pME7402 (Tabla 1). Dependiendo del diseño experimental, la expresión in vitro de PrsmZ-gfp se 
monitoreó tanto en cultivos de 20 ml de medio King’s B (KB; glicerol 8 g/l, peptona bacteriana 10 g/l, 
K2HPO4.3H2O 1,5 g/l, MgSO4.7H2O 1,5 g/l) en frascos de 125 ml a 28 °C y 200 rpm, o en microplacas de 96 
pocillos que contenían 100 μl de medio King’s B a 28 °C y 300 rpm. La fluorescencia asociada a la presencia 
de GFP se determinó en un lector de placas Cytation 5 Agilent, utilizando un monocromador con los 
siguientes parámetros: ex=485, em=528, ganancia 70%. Cuando fue necesario, el medio de crecimiento 
se suplementó con extracto de sobrenadante de cultivo de SVBP6 conteniendo “señal GacS”, de manera 
que la cantidad de extracto añadido al medio de crecimiento fue tal que la/s señal/es alcanzó/aron una 
concentración inicial equivalente a la del cultivo saturado del cual fue extraído. Se utilizó metanol como 
control. De requerirlo, la producción de 7HT fue monitoreada tomando sobrenadante de los cultivos y 
midiendo la absorbancia a 327nm, por espectrometría UV, mediante uso de un Nanodrop ND-1000 
(Thermo Fischer Scientific). 

 

 

 

Determinación y toma de muestras para el análisis multi-ómico. 

En función de los resultados obtenidos de la determinación paralela de la expresión de PrsmZ-gfp y la 
producción de 7HT, se determinaron dos etapas del cultivo de SVBP6, a partir de los cuales se tomaron 
muestras para el análisis multi-ómico del impacto de la mutación GacS, utilizando cultivos de SVBP6 y 28l 
(gacS::Tn5). La primera, al comenzar la biosíntesis de 7HT y con una baja actividad la cascada Gac-Rsm 
(G1, Gac-1), y el segundo, en el máximo de producción de 7HT y con una alta actividad Gac-Rsm (G2, Gac-
2). A modo de resumen, para la aproximación transcriptómica se tomaron muestras en G2, para 
proteómica en G1 y G2 y para metabolómica en G2. (Figura 26) Se incluyeron muestras conteniendo 
micelio de M. phaseolina (detalles más adelante) para el análisis proteómico y metabolómico. 
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Figura 26: Esquema ilustrativo de la toma de muestras y procesamiento de cada análisis ómico utilizado (enmarcadas en celeste). 
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Re-secuenciación del genoma de la cepa SVBP6 

 Al inicio del presente trabajo, disponíamos de un borrador del genoma de SVBP6 obtenido mediante 
secuenciación Illumina de fragmentos de 250 pb (https://pseudomonas.com/strain/show/5836; Agaras 
et al. (2018)). Con la finalidad de obtener la secuencia completa del genoma para la búsqueda de BGCs 
novedosos y contar con información confiable para otros análisis, se resecuenció el genoma combinando 
lecturas largas de secuenciación por Nanopore (Jain et al. 2016) y lecturas de 400 pb de Illumina (Bentley 
et al. 2008), a través del servicio ofrecido por SeqCenter (Pittsburgh, EE. UU.). Para ello, se preparó una 
muestra de ADN total a partir de un cultivo saturado de SVBP6 con el kit DNeasy Ultraclean® Microbial 
siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen GmbH, Alemania). La pureza, calidad y concentración 
de la preparación se evaluaron mediante espectrometría UV, utilizando un Nanodrop ND-1000 (Thermo 
Fischer Scientific) y electroforesis en gel de agarosa (Sambrook 1989). Las lecturas de Nanopore se 
recortaron para eliminar secuencias de adaptadores, se generaron ensamblajes del genoma de novo y 
posteriormente se refinaron con datos de lecturas de Illumina. Finalmente, se circularizaron para obtener 
un contig (cromosoma) de 5736632 pb. La secuencia completa se depositó en NCBI bajo el código de 
acceso CP12953, y en la base de datos de Pseudomonas.com 
(https://pseudomonas.com/strain/show?id=23564). El genoma fue anotado por Prokaryotic Genome 
Annotation Pipeline (PGAP) de NCBI (Li et al. 2021). 
 
 
Análisis transcriptómico del impacto de la mutación gacS. 

La generación de muestras y datos transcriptómicos se realizó mediante una colaboración con el 
laboratorio de la Dra. Cara Haney, Departamento de Microbiología e Inmunología de la Universidad de 
British Columbia, en Vancouver, Canadá. Se realizaron cultivos de SVBP6 y de su mutante gacS::Tn5 (28l), 
en 20 ml de medio KB en Erlenmeyers de 125 ml, a 28°C y 200 rpm. Aproximadamente 10 horas después 
de la inoculación (DO600≈3,5), se cosecharon los cultivos de 4 réplicas biológicas por cepa. Se recolectaron 
células mediante centrifugación a 10000×g durante 10 minutos a 4 °C y se congelaron rápidamente en 
nitrógeno líquido. El ARN total se extrajo utilizando el kit RNeasy Mini (Qiagen) según las instrucciones del 
fabricante, incluyendo un tratamiento con DNasa I en columna para eliminar cualquier ADN genómico 
contaminante. La calidad y concentración del ARN se evaluaron utilizando un espectrofotómetro 
NanoDrop y un Bioanalizador Agilent 2100. Las muestras con valores de número de integridad de ARN 
(RIN) superiores a 7,0 se consideraron para la preparación de bibliotecas. La preparación de bibliotecas 
utilizando el pipeline de Novagene fue normalizada y agrupada equimolarmente. La secuenciación de 
extremos emparejados (lecturas de 150 pb) se realizó utilizando la plataforma Illumina Nova PE150. El 
genoma de SVBP6 (GCF_030556675.1, https://pseudomonas.com/strain/show?id=23564) se utilizó como 
referencia para el análisis transcriptómico de P. donghuensis, con anotaciones de la Base de Datos del 
Genoma de Pseudomonas (PseudoCAP, http://www.pseudomonas.com/). Las lecturas de secuenciación 
crudas se evaluaron para calidad utilizando FastQC y se recortaron. Las lecturas de alta calidad se 
alinearon al genoma de referencia de Pseudomonas utilizando HISAT2. Las lecturas alineadas se 
procesaron con SAMtools para generar archivos BAM ordenados. Los niveles de expresión génica se 
cuantificaron utilizando featureCounts, y el análisis de expresión diferencial se realizó utilizando DESeq2 
(Song et al. 2023). Se consideraron como genes con expresión diferencial significativa a aquellos que 
mostraron un cambio de abundancia media >2 veces y que a posteriori de un análisis de modelos lineales 
generalizados tuvieron en la comparación estadística con un valor p ajustado (modelos lineales 

https://pseudomonas.com/strain/show/5836
https://pseudomonas.com/strain/show?id=23564
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generalizados) <0.05 y un cambio en la expresión >2 veces. El análisis de enriquecimiento funcional de los 
genes diferencialmente expresados se realizó utilizando la base de datos de Gene Ontology (GO) y las vías 
KEGG. Los datos de secuenciación de ARN han sido depositados con número de acceso PRJNA1119972 en 
la base de datos BioProject de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/). 

 

Análisis proteómico del impacto de la mutación gacS. 

El análisis proteómico cuantitativo sin etiquetas (LFQ, label-free quantification) se realizó con la tecnología 
nanoHPLC-MS/MS en la plataforma de espectrometría de masas del CEQUIBIEM de la Facultad de Ciencias 
Exactas, Universidad de Buenos Aires. SVBP6 y el mutante 28l se cultivaron por triplicado en medio KB (50 
ml) a 28 °C y 200 rpm. Al momento de la recolección de las células, se centrifugaron alícuotas de cultivos 
que contenían 40 unidades de DO600 cada una para recolectar los pellets celulares. Las células se 
resuspendieron en 3 ml de solución tampón de lisis (10 mM MgCl2, 20 mM Tris/HCl pH 8,0, PMSF 0,1 mM, 
conteniendo 10 µg de DNasa I y 5 µg de RNasa A) y se transfirieron a una prensa francesa (1000 psi) para 
romper la biomasa. Los lisados se clarificaron por centrifugación (5 min, 10000×g a 4 °C). La concentración 
de proteínas en cada lisado se determinó mediante el ensayo colorimétrico de Bradford (Sambrook 1989), 
utilizando reactivo de Bradford listo para usar (Bio-Rad, EE.UU.) utilizando una solución de albúmina de 
suero bovino como estándar. La calidad de las preparaciones se verificó mediante SDS-PAGE (Sambrook 
1989). Se cargaron 50 µg de proteína total de cada muestra en un gel SDS-PAGE (12% acrilamida) y se 
corrió durante 50 minutos a 110 V. El gel se tiñó con Coomassie blue coloidal y las proteínas teñidas de 
cada muestra se recuperaron cortando con un bisturí los geles de poliacrilamida, para luego ser 
transferidas a microtubos para su posterior procesamiento. Ya en el laboratorio de servicios CEQUIBIEM, 
se realizó una digestión in-gel con tripsina luego de la reducción de los péptidos con ditiotreitol y la 
alquilación con yodo acetamida. Los péptidos se extrajeron con acetonitrilo, se liofilizaron, se 
resuspendieron en 30 µl de ácido trifluoroacético al 0,1 % p/v, y se desalaron a través de ZipTips C18 
(Merck). Las muestras fueron analizadas mediante nanoHPLC (Thermo Scientific, Alemania; modelo EASY-
nLC 1000) acoplado a un espectrómetro de masas Orbitrap (Thermo Scientific, Alemania; modelo Q-
Exactive, equipado con una célula HCD y un analizador Orbitrap). La ionización se realizó por electrospray. 
Los datos resultantes se analizaron utilizando Proteome Discoverer (v.2.2; Thermo Scientific) 
comparándolos con la base de datos Uniprot para P. donghuensis. El análisis comparativo de abundancias 
de proteínas se realizó con un script en R. Todas las proteínas requirieron valores de cuantificación sin 
etiquetas promediados ≥ 1×106 para ser consideradas detectadas. Se realizó un análisis de tasa de 
descubrimiento falso (FDR, False Discovery Rate ) y solo se consideraron los péptidos con un FDR inferior 
a 0,05. En los casos en que no se obtuvieron valores de abundancia para alguna de las tres réplicas 
analizadas, se imputaron dichos valores con un promedio de los otros dos valores de abundancia 
registrados. En el caso contrario, cuando los valores faltantes de abundancia correspondían a dos de las 
tres réplicas, el valor de la tercera réplica fue desestimada. Las diferencias en abundancia entre las 
muestras se calcularon como cambios de orden (fold change) entre SVBP6 y el mutante gacS::Tn5, y se 
realizaron pruebas t de Student para evaluar la significancia estadística. Las anotaciones de las vías KEGG 
para las proteínas expresadas diferencialmente  realizaron utilizando la base de datos KEGG 
(http://www.kegg.jp/kegg/pathway.html). El paquete R (4.4) clusterprofiler (Wu et al. 2021) se utilizó 
para el análisis de sobrerrepresentación y la correspondiente prueba estadística. Los procesos de la vía 
KEGG con p<0,05 se consideraron significativamente sobrerrepresentados. 
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Análisis metabolómico del impacto de la mutación gacS. 

La obtención de datos metabolómicos fue realizada bajo la dirección del Dr. Daniel Petras, en el 
Laboratorio de Metabolómica Funcional de la Universidad de Tübingen, Tübingen, Alemania. Cultivos de  
SVBP6 y su mutante 28l se realizaron por triplicado en medio KB (20 ml). Se obtuvieron muestras del 
sobrenadante de los cultivos centrifugando 5 ml (15 minutos, 10,000 rpm a 4°C), seguido de la adición de 
1/10 del volumen de HCl 1 N y la posterior extracción con 1/2 del volumen de acetato de etilo (EtOAc). La 
extracción se repitió una vez y luego se combinó con la anterior. Los extractos se secaron en viales de 
vidrio mediante la utilización de un rotavapor y se resuspendieron en metanol al 80% a una concentración 
de 1 mg de extracto total por mililitro. Se utilizó medio de cultivo estéril como control. Las muestras se 
analizaron a través de un protocolo de metabolómica no dirigida por LC-MS/MS, inyectando las muestras 
en un sistema de cromatografía líquida de ultra alto rendimiento (UHPLC) Vanquish acoplado a un 
espectrómetro de masas Q Exactive HF con una fuente de ionización por electrospray calentada (HESI) 
(Thermo Fisher Scientific). La separación por UHPLC se realizó en una columna C18 Kinetex Coreshell (2x 
50 mm, tamaño de partícula de 1,8 µm, Phenomenex), en modo de adquisición dependiente de los datos. 
Las fases móviles comprendieron un solvente polar (A) consistente en H2O (grado LC/MS, Fisher Scientific) 
+ 0,1% de ácido fórmico (FA) y un solvente apolar (B) consistente en acetonitrilo (grado LC/MS, Fisher 
Scientific) + 0,1% de FA (Stincone et al. 2023). Después de la inyección de la muestra, se utilizó un método 
de gradiente lineal de 5 minutos para eluir pequeñas moléculas, y la velocidad de flujo se mantuvo a 0,150 
ml/min. Las condiciones de separación se establecieron de la siguiente manera: en el rango de tiempo de 
0-4 min se utilizó un 5% a 50% de solvente B, de 4-7 min de 50% a 99% de solvente B, seguido de una fase 
de lavado de 3 minutos al 99% de solvente B y una fase de re-equilibrio de 3 minutos al 5% de solvente B. 
La polaridad de escaneo se estableció en modo positivo, y los ajustes de la fuente HESI fueron los 
siguientes: tasa de flujo del gas de recubrimiento a 30 L/min AU, tasa de flujo del gas auxiliar a 10 L/min 
AU, tasa de flujo del gas de barrido a 2 L/min AU, voltaje de pulverización a 3,50 kV, temperatura del 
capilar a 250°C, nivel de RF de la lente S a 50 V y temperatura del calentador de gas auxiliar a 200°C. Para 
la adquisición de datos de Full MS, la resolución se estableció en 45K, el objetivo de AGC en 1e6, el IT 
máximo en 100 ms, y el rango de escaneo de 120-1800 m/z. Para la adquisición de datos MS/MS, la 
resolución se estableció en 15K, el objetivo de AGC en 5e5, el IT máximo en 50 ms, el TopN en 5, la ventana 
de aislamiento en 1,0 m/z, y el NCE escalonado en 25-35-45. Los datos crudos de LC-MS/MS se 
convirtieron al formato de archivo .mzML seleccionando los picos de MS/MS utilizando el software 
msConvert (Adusumilli et al. 2017). La detección de features moleculares se realizó con la versión 
MZmine3 (https://github.com/mzmine/mzmine3/releases) (Schmid et al. 2023). La tabla de features 
resultante (.csv) y los archivos de espectros MS/MS (.mgf) se exportaron y utilizaron para el análisis de 
redes moleculares basadas en features (FBMN) en GNPS (https://gnps.ucsd.edu/) (Nothias et al. 2020b) y 
el análisis de datos en Rstudio (http://www.rstudio.com), siguiendo el script proporcionado en (Pakkir 
Shah et al. 2023). Las redes se exportaron desde GNPS para su exploración, análisis y visualización en el 
software Cytoscape. Durante el análisis de datos, las características del blanco se filtraron basándose en 
las abundancias medias en los extractos de SVBP6 (utilizando un valor de corte del 30%), ya que promediar 
abundancias con datos de las muestras gacS::Tn5 para filtrar características conduciría a un alto número 
de falsos negativos. Los valores faltantes se imputaron utilizando el valor mínimo detectado en las 
muestras. Las abundancias se normalizaron mediante escalado central y, según los detalles de (Pakkir 
Shah et al. 2023), se evaluó la normalidad y se detectaron características significativas a través de ANOVA. 
Se realizaron pruebas post hoc de Tukey entre cada comparación de muestras para determinar diferencias 
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estadísticamente significativas. Para la anotación in silico de features sin una coincidencia de librerías de 
compuestos, se utilizó el software SIRIUS (Duhrkop et al. 2019) para predecir la estructura molecular de 

novo y el módulo CANOPUS para una posterior anotación de características en familias bioquímicas. 
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 Resultados y discusión 
 
 

GacS regula la actividad antimicrobiana en la cepa P. donghuensis SVBP6. 

 
En función a la estrecha relación entre la producción de metabolitos especializados en cepas de bacterias 
del género Pseudomonas y la cascada de regulación Gac-Rsm, se determinó que un análisis comparativo 
entre SVBP6 y su mutante gacS podría proporcionar información valiosa sobre novedosos metabolitos 
antimicrobianos y/o sobre los BGCs responsables de su producción en la cepa. En esta línea, se identificó 
que el vínculo común entre la regulación génica de estos metabolitos y la 7HT podría ser una herramienta 
poderosa para observar cambios tanto en el metaboloma de SVBP6 como en su transcriptoma y/o 

Figura 27: GacS regula la producción de 7HT en P. donghuensis SVBP6. A) Cinética de producción de 7HT y de activación del 
promotor de rsmZ en la fusión PrsmZ-gfp. SVBP6 y su mutante gacS::Tn5 fueron crecidos en Erlenmeyer de 125 ml, 
conteniendo 20 ml de medio KB (n=3), a 28°C y 200 rpm. El crecimiento fue registrado mediante DO600 (arriba). La producción 
de 7HT y la activación de PrsmZ-gfp fueron determinadas mediante absorbancia 327 nm (A327) e intensidad de fluorescencia 
(abajo). UAF= Unidades Arbitrarias de Fluorescencia. Los momentos de cultivo en los que se tomaron muestras fueron 
definidos como G1 y G2, y  se encuentran señalizados por líneas punteadas en ambos gráficos. G1 corresponde al momento 
del cultivo de SVBP6 dónde comienza la activación del promotor rsmZ por GacS y la biosíntesis de 7HT. G2 al momento de 
máxima producción de 7HT y mayor activación de la cascada Gac-Rsm. B) El extracto de sobrenadante de cultivo de SVBP6 
conteniendo la señal activadora Gac, es capaz de estimular la expresión de la fusión PrsmZ-gfp. SVBP6 y su mutante gacS::Tn5 
fueron crecidos en microplacas, con un volumen final de 100 µl de medio KB (n=5), a 28°C y 300 rpm. Los cultivos fueron 
crecidos en presencia de un extracto proveniente de cultivos saturados de SVBP6 (+señal) o con metanol (+MetOH) como 
control. Se monitorearon el crecimiento (DO600, arriba) y la fluorescencia (UAF, abajo) de los cultivos durante el tiempo 
ensayado. 
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proteoma, lo que permitiría obtener evidencias sobre nuevos metabolitos y BGCs relacionados con la 
producción de antimicrobianos en Pseudomonas. 

Como primer paso para investigar el vínculo entre GacS y nuevos metabolitos antimicrobianos, se 
utilizaron parámetros previamente descritos para la biosíntesis de 7HT (Capítulo 1) con el objetivo de 
establecer las condiciones óptimas de muestreo para el análisis; en paralelo, se monitoreó la actividad de 
la cascada Gac-Rsm. Para ello, se utilizó una fusión reportera heteróloga del promotor de rsmZ de P. 
protegens CHA0 y gfp (PrsmZ-gfp) (Dubuis et al. 2006), ya que todos los elementos necesarios para la 
activación transcripcional por GacA (Anexo B: Figura B1) se encuentran conservados en la región 
promotora del alelo rsmZ de SVBP6. La expresión exitosa de GFP indicaría que la transducción de señal 
mediada por el sistema de dos componentes GacS-GacA funciona en SVBP6 de manera similar a otras 
Pseudomonas, y en función del patrón de expresión dependiente de la densidad celular conocido para la 
fusión PrsmZ-gfp de la cepa heteróloga CHA0, se esperaría también una activación de la expresión de gfp 
en SVBP6 de manera dependiente de la densidad celular. En cambio, en el mutante 28l, se esperaría una 
expresión mínima o basal de la fusión e independiente de la densidad celular, debido a la disfuncionalidad 
de GacS (Figura 25 A).  
 
Al monitorear la fluorescencia de GFP durante el cultivo de SVBP6 en medio KB (Figura 27 A), se observó 
que SVBP6 era capaz de activar la expresión de GFP correspondiente a la fusión, como lo indica el aumento 
de UAF en el cultivo. En contraste, el sobrenadante de 28l no mostró un incremento en la fluorescencia 
del medio de cultivo, permaneciendo en niveles indistinguibles de línea base durante todo el crecimiento 
medido. Estas evidencias determinaron que SVBP6 es capaz de activar la expresión de rsmZ, mediante el 
sistema de dos componentes GacS-GacA, a menos que la proteína GacS haya perdido su función como en 
el caso del mutante gacS::Tn5.  
 

Como se menciona en la Introducción de este manuscrito, cultivos de Pseudomonas de altas 
densidades poseen molécula/s extraíble/s, no relacionadas con señales de QS canónicas, capaces de 
disminuir el umbral de activación de la cascada Gac-Rsm. Se ha sugerido que estas moléculas podrían 
actuar como señales autoinductoras dentro del sistema regulatorio; sin embargo, su identidad química ha 
permanecido desconocida hasta hoy en día (Dubuis et al. 2006, Latour 2020). Sin embargo, la actividad de 
estas moléculas puede detectarse en el sobrenadante de los cultivos por su capacidad para activar 
tempranamente genes dependientes de la cascada Gac-Rsm, como rsmZ. En este contexto, se observó 
que la adición de un extracto de señal proveniente de un cultivo tardío (20 h) a un cultivo fresco de la 
cepa SVBP6 (Figura 27 B) aumentaba la expresión de  PrsmZ-gfp. Esto sugiere que SVBP6 es capaz de 
sintetizar y exportar la señal autoinductora de la cascada Gac-Rsm al medio de cultivo, además de 
confirmar la presencia de una cascada funcional. 
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En el capítulo anterior de esta Tesis se identificaron 6 mutantes correspondientes al BGC responsable 
de la producción de 7HT. Los seis mutantes eran incapaces de antagonizar a M. phaseolina (Capítulo 1, 
Figura 10, Tabla 2), al igual que el mutante 28l (gacS::Tn5). Sin embargo, estudios paralelos en nuestro 
laboratorio demostraron que estos seis mutantes del BGC incapaces de producir 7HT, mantenían su 
antagonismo frente a bacterias como Bacillus subtilis (Capítulo 1, Tabla 2) y Xanthomonas vesicatoria 
(Figura 28), así como frente al hongo Sclerotinia sclerotiorum (Martins et al. 2023). Estas evidencias 
sugieren la existencia de otro(s) antimicrobiano(s) que contribuyen al antagonismo de SVBP6, en forma 
independiente de la biosíntesis de 7HT, dado que el halo de inhibición alrededor de la biomasa de cada  
mutante defectuoso en 7- HT sería indicativo de la difusión de moléculas secretadas desde las estrías de 
crecimiento hacia los fitopatógenos. Además, este comportamiento independiente de 7HT también 
requiere un alelo gacS funcional, ya que el mutante gacS::Tn5 no mostró antagonismo frente a ninguno 
de los fitopatógenos ensayados (Martins & Agaras, 2023), lo cual es consistente con el control pleiotrópico 
ejercido por la cascada Gac-Rsm (Ferreiro & Gallegos, 2021). 

 
 

Figura 28: Los mutantes que no producen 7HT son capaces de inhibir el crecimiento de bacterias fitopatógenas. A) Ensayo 
de antagonismo de los mutantes Tn5 del clúster productor de 7HT en SVBP6 ante Xanthomonas vesicatoria. Más detalles 
acerca de cada mutante en Capítulo 1. Foto del ensayo en medio agarizado NA luego de 48 h a 28°C. B) Cuantificación del 
antagonismo a X. vesicatoria de SVBP6, el mutante de 7HT 16d y el mutante gacS::Tn5 28l (n=3). La actividad inhibitoria fue 
definida como diámetro del halo de transparencia – diámetro de la colonia. Adaptado de Martins y Agaras 2023. (Izquierda) 
Fotos del ensayo en medio agarizado M9-glucosa. (Derecha) Cuantificación de la actividad expresada como la mediana de 
los datos y su desvío estándar. 
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En función de evidencias similares que condujeron a la identificación de 7HT como el principal 
metabolito antifúngico, la posibilidad de que SVBP6 produjera otros metabolitos antimicrobianos 
resultaba especialmente interesante, dado que la cepa continuaba exhibiendo actividades de 
antagonismo in vitro. Además, no se había identificado en el genoma de SVBP6 ningún otro cluster de 
genes biosintéticos previamente caracterizado en el género Pseudomonas, como aquellos determinantes 
de la producción de DAPG, pioluteorina, o fenazinas (Nowak-Thompson et al. 1997, Bangera et al. 1999, 
Biessy et al. 2018). La dependencia común de la regulación realizada por la cascada Gac-Rsm se 
presentaba como una herramienta valiosa para la identificación de nuevos BGCs, permitiendo formular 
hipótesis sobre la producción de otros metabolitos al utilizar como referencia los parámetros ya 
establecidos para 7HT. Con base en esta información, se decidió buscar evidencia de la identidad de estos 
metabolitos antimicrobianos y de los factores genéticos involucrados en el genoma de SVBP6, a través de 
un enfoque multi-ómico que incluyó análisis genómicos, transcriptómicos, proteómicos y metabolómicos. 
 

Bajo la hipótesis de que la biosíntesis de todos los metabolitos antimicrobianos producidos por SVBP6 
es activada por la cascada regulatoria Gac-Rsm, y por tanto deberían mostrar un patrón de activación 
similar, se analizó el perfil de expresión de la fusión PrsmZ-gfp (como indicador de la activación de la cascada 
Gac-Rsm) con relación al perfil de producción de 7HT. Para ello, se monitoreó la expresión de GFP derivada 
de la fusión PrsmZ-gfp y la A327 correspondiente a la presencia de 7HT a lo largo del cultivo de SVBP6 y su 
mutante isogénico 28l (gacS::Tn5). El patrón de expresión de ambos fenotipos fue paralelo en SVBP6, pero 
fueron indetectables para el mutante gacS::Tn5, 28l (Figura 28 A). Esto permitió el establecimiento de dos 
momentos distintos del cultivo de SVBP6 en medio King’s B para la toma de muestras en las distintas 
aproximaciones ómicas, que reflejaron distintos estados metabólicos y de activación para la biosíntesis 
de metabolitos regulados por Gac-Rsm (Figura 27 A, marcados con líneas punteadas). El primero, al 
comenzar la biosíntesis de 7HT y con una baja actividad la cascada Gac-Rsm (G1), y el segundo, en el 
máximo de producción de 7HT y con una alta actividad Gac-Rsm (G2). Se implementaron estas referencias 
para la toma de muestras de cultivos de SVBP6 y de su mutante 28l (G1 y G2 para proteómica y G2 para 
transcriptómica y metabolómica, ver Figura 26 en Materiales y Métodos) para comparar los 
transcriptos/proteínas/metabolitos diferenciales entre la cepa silvestre y su mutante. Esto permitió 
obtener información cuantitativa acerca de la magnitud del impacto de la pérdida de función de la cascada 
Gac-Rsm en cada caso, e idealmente, poner de manifiesto aquellos factores asociados a la actividad 
antimicrobiana independiente de 7HT de SVBP6. Asimismo, el análisis multi-ómico permitió corroborar el 
impacto a distintos niveles del flujo de información biológica entre genotipo y fenotipo. 

 
Impacto transcriptómico global de la pérdida de función de gacS en SVBP6. 

Para explorar el alcance del control de sobre los niveles de ARNm e identificar BGCs regulados por la 
cascada Gac-Rsm, se realizó un análisis de RNA-seq para reconocer transcritos cuya abundancia sea 
dependiente de GacS. Las células de las cepas SVBP6 y 28l mutante fueron muestreadas en la etapa de 
crecimiento con máxima producción de 7HT y expresión de rsmZ (G2), lo que significa una alta actividad 
de la cascada Gac-Rsm para el cultivo de SVBP6. La cuantificación e identificación de transcriptos por RNA-
seq reveló un impacto masivo (Tabla 4, Figura 29 A) causado por la pérdida de función de gacS, con la 
desregulación significativa del 43% de los 5355 ARNm detectados (Anexo B: Tabla B1). Curiosamente, las 
proporciones de transcriptos sobre-expresados y sub-expresados fueron similares (1822 y 1122, 
respectivamente).  

 
En primer lugar, se analizaron los cambios en la abundancia de los transcriptos correspondientes a las 
proteínas que componen el sistema de regulación del cual GacS es parte (Tabla 4). Para el transcripto 
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gacS, se observó una diferencia no significativa (Padj = 0,62), con una abundancia prácticamente 
indistinguible (5% mayor) en los cultivos de SVBP6 en comparación con el mutante. Esto es coherente con 
la naturaleza insercional de la mutación en 28l (gacS::Tn5), en la que el transposón determina la expresión 
de una proteína con secuencia trunca sin interrumpir la formación del transcripto (Figura 25 B). La 
abundancia de los transcriptos retS y gacA fue ligeramente mayor en las muestras de SVBP6 (76-88%; 
Tabla 4). Por otro lado, los ARNm para RsmA y RsmE se detectaron con una abundancia 
considerablemente mayor en las muestras de la cepa silvestre (4,5 y 6,6 veces, respectivamente; Tabla 4), 
mientras que el transcripto rsmI mostró una dependencia mucho menor de la funcionalidad de GacS (33% 
menos abundante en las muestras del cultivo de SVBP6; Tabla 4). La baja abundancia de los ARNm rsmA/E 
observada en el mutante podría explicarse por la mayor disponibilidad de las proteínas RsmA y RsmE no 
secuestradas en ausencia de los sRNAs RsmY/Z, que entonces podrían ejercer una regulación negativa 
sobre sus propios ARNm. Este mecanismo de retroalimentación negativa, en conjunto con la disminución 
en la estabilidad de los ARNm y potenciales alteraciones en la regulación transcripcional, contribuiría a los 
niveles reducidos de ARNm rsmA/E como se ha reportado para otros mutantes gacA/gacS en 
Pseudomonas (Reimmann et al. 2005a, Jean-Pierre et al. 2015).  
 

Figura 29: Impacto transcriptómico de la pérdida de función de la proteína GacS en SVBP6. A) Volcano plot mostrando la 
regulación positiva (Log2 fold change > 1) o negativa (Log2 fold change < 1)  de la proteína GacS funcional en células en el 
estadío de mayor activación Gac-Rsm denominado G2 (ver Figura 27 A), sobre la abundancia de mRNAs de SVBP6. Cada 
transcripto detectado es indicado con un círculo. Los círculos rojos representan transcriptos significativamente abundantes 
y diferencialmente regulados por GacS (Log2 fold change > 1 o <-1). Los transcriptos correspondientes a genes de interés de 
BGCs descritos más adelante son resaltados con diferentes símbolos y colores: los cuadrados azules corresponden a genes 
del BGC de 7HT; los triángulos verdes hacen referencia al BGC de la pseudoiodinina; los diamantes naranjas corresponden a 
los genes del “clúster 2.1”. B) Esquema de las anotaciones de KEGG más significativamente reguladas por GacS. El tamaño 
de los puntos hace referencia al número de transcriptos (KEGG cant) y su color al valor de significancia calculado como el 
valor P ajustado (Padj) de cada categoría KEGG. El eje horizontal cuantifica la abundancia relativa de cada anotación 
expresada como gene ratio = cantidad de transcriptos / transcriptos totales.  
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La incapacidad para la transducción de la señal autoinductora en el mutante 28l por parte de 
GacS/GacA, dada por la mutación sobre gacS (Figura 25 B), imposibilita la activación de la expresión de 
los genes rsmZ/rsmY que codifican los ARNp pequeños (ARNp) antagonistas de RsmA/E/I en el mutante 
(como fue evidenciado con la fusión PrsmZ-gfp, Figura 27 A y B). De esta forma, es esperable que las células 
del mutante 28l no puedan relajar la represión traduccional que las proteínas RsmA/E/I ejerzan sobre un 
conjunto de mRNAs diana. En este sentido, al comparar las abundancias de los transcriptos asociados a 
actividades ya reportadas bajo el control de Gac-Rsm entre la cepa silvestre y su mutante gacS (Tabla 4), 
se obtuvieron resultados consistentes, en línea con su identificación previa como procesos dependientes 
de GacS para SVBP6 (Agaras et al. 2018). Los ARNm de las subunidades de la sintasa de ácido cianhídrico, 
la principal proteasa extracelular, la fosfolipasa C extracelular, la quitinasa y una proteína de unión a 
quitina, mostraron niveles de expresión significativamente más bajos en la cepa mutante gacS (Tabla 4).  

Particularmente relevante para los objetivos de este trabajo y dado el fenotipo antimicrobiano de 
SVPB6, la mayor categoría funcional KEGG de transcriptos diferencialmente regulados en el mutante gacS 
(Figura 29 B) fue la biosíntesis de metabolitos secundarios o especializados. En esta línea, casi todos los 
genes del BGC asociados con la producción de 7HT se ubicaron dentro del grupo de los 100 transcriptos 
con mayor dependencia de GacS (Figura 29 A, Figura 33 B, Anexo B: Tabla B1), junto con genes de la vía 
del ácido fenilacético (PAA), paaABCDE, (Anexo B: Tabla B1), cuyos productos de expresión alimentan con 
PAA a la ruta biosintética de 7HT en Pseudomonas (Moffat et al. 2024). Entre los transcriptos con mayor 
abundancia diferencial entre las muestras, se encontraron además, conjuntos de ARNm agrupados que 
codifican funciones predichas posiblemente relacionadas con la biosíntesis de metabolitos especializados 
no descritos (BGCs “huérfanos”), los cuales serán detallados más adelante en este manuscrito. 
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Transcriptómica comparativa SVBP6-28l (gacS::Tn5) 

Datos globales 

Momento de activación de cascada 
Gac-Rsm 

Transcriptos 
detectados 

Regulados 
positivamente 

Por GacS1 

Regulados 
negativamente 

Por GacS2 

G2 5355 1182 1122 

Transcriptos de componentes de la cascada Gac-Rsm 

Código PseudoCAP Anotación 
log2-fold 
change3 

Valor P 
ajustado4 Función 

QYF67_RS20035 gacS 0,07 0,62 
Kinasa sensora - percibe la señal 

autoinductora, se autofosforila y transfiere el 
fosfato a GacA 

QYF67_RS02800 retS 0,91 5,80E-12 
Kinasa sensora - en respuesta a señal/es 

desconocida/s, interactúa con GacS e inhibe 
su autofosforilación 

QYF67_RS12065 gacA 0,82 2,90E-13 Regulador de respuesta; activador 
transcripcional de rsmY y rsmZ 

QYF67_RS07595 rsmA 2,18 1,40E-83 Proteína de unión a ARNm y ARNp Rsm 

QYF67_RS15755 rsmE 2,72 9,70E-167 Proteína de unión a ARNm y ARNp Rsm 

QYF67_RS19520 rsmI -0,58 0,01 Proteína de unión ARNm y  ARNp  Rsm 

Transcriptos ligados a actividades Gac-dependientes 

Código PseudoCAP Anotación 
log2-fold 
change3 

Valor P 
ajustado4 

Actividad 
asociada 

QYF67_RS04645 Fosfolipasa C 5,52 8,37E-28 
Actividad lipasa 

extracelular 

QYF67_RS07045 
Proteína de unión a 

quitina 
10,19 0,00E+00 Actividad quitinasa 

QYF67_RS13745 Quitinasa 9,36 0,00E+00 Actividad quitinasa 

QYF67_RS26665 Sintasa de HCN 2,25 7,41E-45 Biosíntesis de HCN 

QYF67_RS26670 
Oxidorreductasa de 
unión a FAD/NAD(P) 1,60 5,71E-27 Biosíntesis de HCN 
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Top 10 de transcriptos regulados positivamente por GacS 

Código 
PseudoCAP 

log2-fold 
change3 

Valor P 
ajustado4 

Función Referencia 

QYF67_RS02005 11,64 0,0E+00 
Proteína de la familia de cuerpos 

de inclusión (pequeña proteína de 
choque térmico) 

(Krajewski et al. 2013) 

QYF67_RS07045 10,19 0,0E+00 Proteína de unión a quitina (Takeuchi et al. 2023) 

QYF67_RS16105 9,88 0,0E+00 
Proteína con dominio DUF1842  

(no caracterizada) (Scott et al. 2022) 

QYF67_RS10045 9,73 0,0E+00 
Proteína hipotética  

(dentro de un locus de profago) - 

QYF67_RS13745 9,36 0,0E+00 
Proteína de la familia de glicosil 

hidrolasas 18 (quitinasa) (Takeuchi et al. 2023) 

QYF67_RS16100 9,19 0,0E+00 
Proteína con dominio DUF1842  

(no caracterizada) (Scott et al. 2022) 

QYF67_RS18815 9,17 0,0E+00 
Metaloproteasa de la familia 

serralisina (metaloproteasa AprA) (Sacherer et al. 1994) 

QYF67_RS19725 8,36 0,0E+00 
Proteína con dominio DUF3050  
(probable enzima redox hemo-

oxigenasa) 
(Mudgal et al. 2015) 

QYF67_RS13475 8,30 7,1E-285 Oxidorreductasa GMC (Cavener 1992) 

QYF67_RS22380 8,04 1,6E-278 
Proteína hipotética (no 

caracterizada) - 

1Número de transcriptos con acumulación diferencial estadísticamente significativa, cuyo log2 (fold change SVBP6/28l) era > 
1, indicando una diferencia de al menos el doble de abundancia en muestras de SVBP6 respecto del mutante gacS::Tn5. 
2Número de transcriptos  con acumulación diferencial estadísticamente significativa , cuyo log2 (fold change SVBP6/28l) era < 
-1, indicando una diferencia de al menos el doble de abundancia en muestras del mutante gacS::Tn5 respecto de SVBP6. 
3 Valor de log2 (fold change SVBP6/28l), indicando la magnitud del cambio relativo entre las muestras de SVBP6 y las de su 
mutante gacS::Tn5. 
4 Valor del estadístico P ajustado por modelos lineales generales, indicando la significancia estadística de la detección del 
transcripto en el set de datos obtenido. 

 

Tabla 4: Impacto transcriptómico de la pérdida de función de la proteína GacS en SVBP6. Para más detalles, ver Anexo B: 
Tabla B1 
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Impacto proteómico global de la pérdida de función de gacS en SVBP6. 

 Un enfoque complementario para identificar BGCs relacionados con la capacidad de producir 
metabolitos especializados fue el análisis comparativo del proteoma de SVBP6 y su mutante isogénico 
gacS. Para ello, se analizaron extractos de proteínas solubles de las cepas mediante la técnica de 
cuantificación independiente de etiquetas (LFQ, label-free quantification). Se tomaron muestras 
correspondientes a los puntos G1 y G2 (Figura 27 A) en cultivos de SVPB6 y gacS::Tn5 (28l). 
Adicionalmente, se llevaron a cabo cultivos de cada cepa en presencia de hifas del hongo M. phaseolina, 
las cuales se mantuvieron físicamente aisladas de las células bacterianas por una membrana de diálisis 
con un corte de 5,000 Da para evitar el contacto directo y la contaminación con la mayoría de las proteínas 
fúngicas, permitiendo así poner en contacto las moléculas de bajo peso molecular secretadas por el hongo 
con las células de SVBP6 y su mutante 28l, en muestras correspondientes a G2. Este enfoque experimental 
tenía como objetivo explorar si las moléculas derivadas del crecimiento del hongo podían influir en la 
regulación proteica de SVBP6, y su dependencia de GacS en el mutante 28l y, en particular, si la presencia 
de M. phaseolina modula la expresión de BGCs. Se verificó la calidad y cantidad de proteínas presentes 
en los extractos de la fracción soluble obtenida luego de disgregar las células recolectadas en las 4 
condiciones experimentales, mediante electroforesis en SDS-PAGE (Anexo B: Figura B2). Para cada 
muestra por triplicado, se recuperaron porciones del gel conteniendo cantidades equivalentes de 
proteínas totales sembradas, y se enviados para su análisis proteómico por LFQ (Ver procedimiento y 
Figura 26 en Materiales y Métodos). 
 
En los cultivos que contenían únicamente bacterias, se detectaron 1747 polipéptidos en la etapa del 
cultivo con producción incipiente de 7HT (G1), mientras que se detectaron 1792 polipéptidos en la etapa 
de máxima producción de 7HT (G2) (Tabla 5, Anexo B: Tabla B2). De estos últimos, un 21% (374) fue 
afectado por la mutación de gacS: 209 fueron regulados positivamente y 165 negativamente por GacS en 
SVBP6. Además, se detectaron 82 polipéptidos exclusivamente en SVBP6 y otros 42 polipéptidos solo en 
células de 28l. Respecto a las muestras tomadas en cultivos durante la activación temprana de Gac-Rsm 
(G1), la falta de una proteína GacS funcional tuvo un impacto significativo en el proteoma, con 6,8% (122) 
de las proteínas reguladas diferencialmente por GacS. Entre ellas, 84 fueron reguladas positivamente y 38 
negativamente por GacS en SVBP6, lo que sugiere que la cascada Gac-Rsm ya está operativa en P. 
donghuensis SVBP6 a densidades celulares relativamente bajas durante el crecimiento activo de las 
células. Globalmente, se pudo observar que el efecto de GacS sobre los niveles de expresión proteica fue 
mayormente positivo (Figura 30 A y B), lo cual coincide con las características descritas para este sistema 
en Pseudomonas. El efecto del aumento en la densidad celular sobre la activación del sistema regulatorio 
fue claro al comparar el aumento del porcentaje de polipéptidos regulados positivamente.  Esto coincidiría 
con el conocimiento previo acerca de cómo la acumulación de una señal por parte de todas las células del 
cultivo es la que gobierna la concertación de la expresión génica de los metabolitos bajo el control Gac-
Rsm (Latour 2020, Ferreiro et al. 2021). 
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Figura 30: Impacto proteómico de la pérdida de función de la proteína GacS en SVBP6. Ver Figura 27 A para referencias 
acerca de los elementos de los volcano plots. A) Volcano plot mostrando la regulación positiva o negativa de la proteína GacS 
funcional en células con producción incipiente de 7HT (G1, ver Figura 27 A), sobre la abundancia de los polipéptidos de 
SVBP6. B) Volcano plot mostrando la regulación positiva o negativa de la proteína GacS funcional en células en la estadía de 
mayor activación de la cascada Gac-Rsm (G2, ver Figura 27A), sobre la abundancia de los polipéptidos de SVBP6. C) (izquierda) 
Volcano plot mostrando la regulación positiva o negativa de la presencia de hifas de M. phaseolina en el cultivo de SVBP6. 
(derecha) Tabla resumen de los datos obtenidos del análisis proteómico, mostrando polipéptidos totales detectados, 
regulados al alza (flecha apuntando arriba), a la baja (flecha apuntada hacia abajo), así como péptidos exclusivos (Ex.) de 
cultivos con M. phaseolina (M. ph.) y sin M. phaseolina (M. ph. (-)). D) Esquema de las anotaciones de KEGG más 
significativamente reguladas por GacS. Referencias en Figura 29 B. 
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De igual manera que para los resultados de la evaluación transcriptómica, el análisis comparativo de la 
abundancia de polipéptidos que son parte del sistema Gac-Rsm, o que son blanco del mismo, ayudó en la 
validación del estado regulatorio de las células al momento de la toma de muestras. GacS se detectó con 
muy baja confianza en todas las muestras, con solo dos péptidos identificados y con abundancia variable 
entre réplicas. Esto podría deberse a que GacS es una proteína incrustada en la membrana, y las muestras 
utilizadas de extractos proteicos estaban relativamente empobrecidos en proteínas integrales, por el 
procedimiento de fraccionamiento celular utilizado (Ver Materiales y Métodos, Figura 26). En contraste, 
la abundancia del polipéptido GacA se vio solo marginalmente afectado por la pérdida de función de GacS, 
en línea con lo observado a nivel de ARNm. En función del impacto global de la mutación de GacS, lo 
observado sugiere que, aunque la abundancia de GacA no se vea mayormente afectada, su funcionalidad 
debería estar comprometida en este contexto, ya que su fosforilación (un paso crítico en la cascada de 
señalización), no sería posible en el mutante gacS::Tn5 (Figura 24). Respecto de las proteínas de unión a 
ARNm y ARNp de la familia Rsm (RsmA, RsmE o RsmI), resultó llamativo no detectar péptidos trípticos en 
las muestras de ambas cepas. 

Nuevamente, los datos de abundancia comparados derivados del análisis LFQ de las muestras en G2 
fueron consistentes con los fenotipos dependientes de GacS reportados para la cepa SVBP6, como en los 
casos de los polipéptidos de las subunidades de la sintasa de ácido cianhídrico, la proteasa extracelular, 
la fosfolipasa extracelular y la quitinasa (Tabla 5). En relación con el BGC responsable de la producción de 
7HT, y en línea con hallazgos previos, todos los polipéptidos detectados del BGC de 7HT fueron regulados 
positivamente y de manera muy significativa por GacS (Figura 30 A y B, Figura 33 B). 

De igual manera que en el análisis transcriptómico comparativo, la "biosíntesis de metabolitos 
secundarios" (Figura 30 D) fue la categoría funcional KEGG más afectada de proteínas diferencialmente 
expresadas en la cepa SVBP6 en ausencia de una proteína GacS intacta. Además del BGC de 7HT, los 
polipéptidos de los mismos BGCs huérfanos identificados como controlados positivamente por GacS a 
nivel de abundancia de ARNm también fueron detectados por LFQ como fuertemente activados por GacS 
(detallados más adelante). Aparte de los genes y operones previamente conocidos por estar bajo control 
de Gac-Rsm en P. donghuensis SVBP6 (Agaras et al. 2018), y además de los BGCs huérfanos identificados 
mediante RNA-seq comparativo y LFQ (Anexo B: Tabla B1 y Tabla B2), varios otros procesos parecen estar 
controlados positivamente por GacS, incluyendo el sistema de secreción tipo VI, la formación de cuerpos 
de inclusión, sistemas de transducción de señales, el metabolismo del glucógeno, el transporte y 
catabolismo de taurina, el catabolismo de espermidina y la resistencia al estrés oxidativo (Tabla 5, Anexo 
B: Tabla B2). Sin embargo, se requiere evidencia experimental adicional para confirmar el control de Gac-
Rsm sobre estos procesos en la cepa SVBP6. 

En cuanto a las muestras que contenían moléculas derivadas del crecimiento de M. phaseolina, el efecto 
observado de la adición del hongo sobre la expresión proteica fue leve (Figura 30 B). A pesar de haberse 
detectado un total de 1771 proteínas, solo 37 polipéptidos estuvieron presentes exclusivamente o fueron 
regulados positivamente en presencia del hongo, mientras que 43 estuvieron presentes exclusivamente 
o fueron regulados al alza en ausencia de M. phaseolina. Estos resultados sugieren que, bajo las 
condiciones probadas, la respuesta proteómica de SVBP6 a la presencia de M. phaseolina fue limitada. Sin 
embargo, entre los polipéptidos regulados al alza por el hongo, se detectaron algunos productos del BGC 
de 7HT, lo que indicaría que existiría una respuesta específica, aunque de intensidad reducida, a la 
presencia del hongo por parte de actividades ligadas al antagonismo de la cepa. 
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Aunque se espera que el efecto regulatorio primario y directo de la pérdida de función de la cascada Gac-
Rsm sobre la expresión de los genes detectados diferencialmente ocurra a nivel traduccional (Figura 25 
A), los resultados obtenidos sugieren que podrían producirse efectos secundarios y/o indirectos en los 
ARNm controlados por Gac-Rsm. Una explicación posible podría ser que los transcriptos pierdan 
estabilidad al ser bloqueados para su traducción por la unión a las proteínas de la familia RsmA y la 
imposibilidad de relajar esa represión por parte de los ARNp RsmY/Z (Figura 25 A). Los ARNm pueden 
volverse más susceptibles a la degradación si no están protegidos por ribosomas en traducción (Deana et 

al. 2005). Por lo tanto, los cambios en los niveles de ARNm en el mutante gacS pueden reflejar no solo el 
impacto directo de la pérdida de activación traduccional cuando los ARNp RsmY/Z titulan las proteínas 

RsmA/E/I, sino también impactos colaterales debido a la menor estabilidad de los ARNm no traducidos. 
En este sentido, la abundancia de polipéptidos controlados positiva o negativamente por GacS se 
correlacionó en la mayoría de los casos (72%) con el nivel celular de sus correspondientes ARNm (Figura 
31), observando un mayor impacto en la abundancia individual de los ARNm al contrastar con su producto 
proteico. Por otra parte, los niveles alterados de ARNm podrían ser consecuencia indirecta del control de 
Gac-Rsm sobre la expresión de un factor transcripcional específico. En este sentido, se ha reportado que 
la expresión de los genes de reguladores transcripcionales del BGC de orfamidas en P. protegens CHA0 
(orf1 y orf2) es un blanco directo de la cascada Gac-Rsm (Sobrero et al. 2017). De esta forma, Gac-Rsm 
termina controlando la expresión del BGC para orfamida, en forma indirecta, a través del control directo 
sobre los reguladores transcripcionales. Ejemplos como este podrían explicar que la pérdida de función 
de Gac-Rsm afecta negativamente no solo la traducción y la estabilidad de los ARNm asociados, sino 
también su síntesis (transcripción). De hecho, identificamos 107 ARNm que codifican reguladores 
transcripcionales (Anexo B: Tabla B1) como genes con expresión controlada por GacS, lo que indicaría que 
el impacto de GacS se extiende mucho más allá de la capa post-transcripcional de la regulación génica. 

 

Figura 31: Correlación entre la magnitud de regulación ejercida por GacS sobre cada ARNm  y su correspondiente polipéptido 
detectados. El eje vertical representa el cambio en el log2 de la abundancia de los polipéptidos significativamente regulados 
por GacS. El eje horizontal representa el cambio en el log2 de la abundancia de ARNm significativamente regulados por GacS. 
Muestras tomadas en estadío G2 (Ver Figura 27 A). 
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Proteómica comparativa SVBP6-28l (gacS::Tn5) 

Datos globales 

Momento de 
activación Gac 

Polipéptidos 
detectados 

Regulados 
positivamente 

por GacS1 

Regulados 
negativamente 

por GacS2 

Exclusivos 
de SVBP63 

Exclusivos  
de 28l4 

G1 1747 84 38 74 58 

G2 1792 209 165 82 42 

Polipéptidos de componentes de la cascada Gac-Rsm 

Código 
PseudoCAP Nombre 

log2-fold 
change5 

P-valor 
ajustado6 Función 

QYF67_RS12065 gacA 1,15 4,70E-2 Regulador de respuesta; activador 
transcripcional de rsmY y rsmZ 

Polipéptidos ligados a actividades Gac-dependientes 
Código 

PseudoCAP 
Nombre log2-fold change5 P-valor ajustado6 

Actividad 
asociada 

QYF67_RS04645 Fosfolipasa C 4,07 1,53 
Actividad lipasa 

extracelular 

QYF67_RS07045 Proteína de unión a 
quitina 

4,16 1,01 
Actividad 
quitinasa 

QYF67_RS13745 Quitinasa 6,46 1,51 
Actividad 
quitinasa 

QYF67_RS26665 Sintasa de HCN 2,86 3,78 Biosíntesis de HCN 

QYF67_RS26670 Oxidorreductasa de 
unión a FAD/NAD(P) 2,53 4,34 Biosíntesis de HCN 

Top 10 de polipéptidos regulados positivamente por GacS 

Código 
PseudoCAP 

log2-fold 
change5 

P-valor 
ajustado6 

Función 
Referenci

a 

QYF67_RS16400 10,58 9,40E-04 
Metiltransferasa dependiente de SAM 

de clase I (BGC de pseudoiodinina) 
(Yang et al., 

2023) 
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QYF67_RS14200 8,94 1,10E-02 
Proteína con dominio DUF3313 

(no caracterizada) - 

QYF67_RS19700 8,34 3,40E-06 
Aspartato aminotransferasa clase III 

(BGC huérfano 1) - 

QYF67_RS13945 8,14 7,90E-03 
Proteína de función desconocida 

DUF917 
(BGC huérfano 3) 

- 

QYF67_RS14740 8,07 1,10E-02 
Proteína de unión al sustrato del 
transportador ABC, tipo MppA 

(Park et al. 
1998) 

QYF67_RS16415 7,90 5,30E-03 
Enzima no hemo de la familia 
SUMF1/EgtB/PvdO (BGC de 

pseudoiodinina) 

(Yang et al. 
2023) 

QYF67_RS02000 7,73 6,70E-03 
Proteína de la familia de cuerpos de 

inclusión (pequeña proteína de 
choque térmico) 

(Krajewski 
et al. 2013) 

QYF67_RS16425 7,62 4,00E-03 
Metiltransferasa 

(BGC de pseudoiodinina) 
(Yang et al. 

2023) 

QYF67_RS16105 7,54 8,60E-03 
Proteína con dominio DUF1842 

(no caracterizada) 
(Scott et al. 

2022) 

QYF67_RS13475 7,45 9,30E-03 Oxidorreductasa GMC 
(Cavener 

1992) 
1Número de polipéptidos con acumulación diferencial estadísticamente significativa, cuyo log2 (fold change SVBP6/28l) era > 
1, indicando una diferencia de al menos el doble de abundancia en muestras de SVBP6 respecto del mutante gacS::Tn5. 
2 Número de polipéptidos con acumulación diferencial estadísticamente significativa, cuyo log2 (fold change SVBP6/28l) era < 
-1, indicando una diferencia de al menos el doble de abundancia en muestras del mutante gacS::Tn5 respecto de SVBP6. 
3 Número de polipéptidos detectados son significancia estadística sólo en muestras de SVBP6. 
4 Número de polipéptidos  detectados son significancia estadística sólo en muestras de  mutante gacS::Tn5. 
5 Valor de log2 (fold change SVBP6/28l), indicando la magnitud del cambio relativo entre las muestras de SVBP6 y las de su 
mutante gacS::Tn5. 
6 Valor del estadístico P calculado por test de t, indicando la significancia estadística de la detección del  polipéptido en el set 
de datos obtenido. 

 
 

Tabla 5: Impacto proteómico de la pérdida de función de la proteína GacS en SVBP6. Para más detalles, ver Anexo B: Tabla 
B2. 
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Impacto metabolómico de la pérdida de función de gacS en SVBP6. 

 
A pesar de la información aportada por el antagonismo difusible de SVBP6 contra bacterias (Figura 28) y 
la identificación de las enzimas biosintéticas de los posibles BGCs dependientes de GacS (detallados más 
adelante en esta sección), no se disponía de evidencia sobre la identidad química de metabolitos 
antimicrobianos diferentes de 7HT producidos por la cepa. Por lo tanto, se escogió por una aproximación 
metabolómica no dirigida, con la finalidad de explorar el conjunto de moléculas diferencialmente 
producidas entre SVBP6 y su mutante 28l. La metabolómica es el estudio de los perfiles de pequeñas 
moléculas derivadas del metabolismo celular que pueden reflejar directamente el resultado de redes 
complejas de reacciones bioquímicas, proporcionando así información sobre múltiples aspectos de la 
fisiología celular (Liu et al. 2017). De esta forma, la obtención de los perfiles moleculares de SVBP6 y 28l 

Figura 32: Impacto metabolómico de la pérdida de función de la proteína GacS en SVBP6. A) Volcano plot mostrando la 
regulación positiva o negativa de la proteína GacS funcional en células en el estadío de mayor activación de la cascada Gac-
Rsm (G2, ver Figura 27 A), sobre la abundancia de las features moleculares detectadas para SVBP6. Las features detectadas 
se representan con círculos, siendo los rojos aquellos con un p-valor < 0,05 y una diferencia entre los promedios, obtenidos 
a partir del test de Tukey, de las muestras de SVBP6 y 28l mayor a 1 o menor a -1. Las features moleculares correspondientes 
a redes de interés descritas más adelante son resaltadas con diferentes símbolos y colores: El cuadrado azul corresponde a 
la 7HT, los círculos negros a nodos de la red de las β-carbolinas y los triángulos verdes representan nodos de la red 
correspondiente a la pseudoiodinina. B) Esquema de las anotaciones de CANOPUS (predicciones de SIRIUS) más 
significativamente reguladas por GacS. El tamaño de los círculos refiere a la cantidad de features correspondientes a cada 
categoría (CANOPUS superclass cant). El eje horizontal representa la proporción de cada categoría con el total de metabolitos 
detectados (Metabolite ratio, featues/features totales). 
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podría arrojar luz sobre la diversidad de moléculas presentes en el sobrenadante de SVBP6, dónde podría 
explorarse la búsqueda de metabolitos antimicrobianos.  
 
En este contexto, se extrajeron sobrenadantes libres de células SVBP6 y su mutante gacS::Tn5 a partir de 
cultivos recolectados en el pico de producción de 7HT (G2). También se incluyeron muestras crecidas en 
presencia de micelio de M. phaseolina, cómo se detalló anteriormente. Se utilizó acetato de etilo como 
solvente, ya que, al ser ligeramente menos polar que el agua, es capaz de extraer una amplia variedad de 
moléculas del sobrenadante (Albarracín Orio et al. 2020, Pinto-Almeida et al. 2021), incluyendo la 7HT 
(Muzio et al. 2020), que sirvió como control positivo interno y complementó los resultados obtenidos en 
los enfoques ómicos previamente descriptos. Los extractos fueron concentrados e inyectados en un 
sistema UHPLC-MS/MS, seguido de un análisis por armado de redes moleculares basado en características 
(FBMN, feature-based molecular networking, red total en Anexo B: Figura B3). Las redes se componen de 
nodos que representan features moleculares correspondientes a diferentes moléculas de la muestra 
analizada. Estas features integran los parámetros obtenidos para cada compuesto, definiéndose 3 
dimensiones de datos: 1) Altura de pico y tiempo de retención de HPLC; 2) Espectros de masa de primer 
orden (MS1); 3) Espectro de masa de segundo orden (MS2). La integración de todos estos datos, tras el 
procesamiento de datos hecho por MZmine 3 (Schmid et al. 2023), da lugar a features moleculares 
representadas como nodos en una red, los cuales están conectados según un puntaje de similitud 
(conocido como cosine score, Nothias et al. (2020a)) obtenido mediante la comparación de espectros de 
masa, que es directamente proporcional a la masa del compuesto original. Este enfoque permite 
identificar visualmente familias de compuestos relacionados químicamente, lo cual es particularmente 
útil dado que las bibliotecas de espectros de masa aún están incompletas (Wang et al. 2016a). Sin 
embargo, la cantidad de coincidencias con bibliotecas de compuestos (llamadas library matches) fue baja, 
por lo que fue de particular relevancia realizar predicciones in silico de novo, cuando fue posible, utilizando 
el software SIRIUS (Duhrkop et al. 2019). Aunque las identidades obtenidas mediante este método 
carecen de la robustez informativa de los library matches, son útiles para guiar la exploración de las redes, 
especialmente cuando se cuenta con información complementaria de otras aproximaciones ómicas, lo 
que refuerza la solidez de los resultados. 
 
Así, se observó que el impacto metabolómico de la mutación en gacS fue claramente negativo para la 
abundancia de la mayoría de los metabolitos (Tabla 6, Figura 32 A). Se detectaron un total de 2044 
features moleculares en ambos tipos de muestras, de las cuales casi el 50% (1019) tuvieron abundancias 
por encima del límite de detección exclusivamente en las muestras de la cepa silvestre. Entre las 
características detectadas tanto en SVBP6 como en el mutante gacS, 288 fueron reguladas positivamente 
y 51 fueron reguladas negativamente por GacS. Esto coincide nuevamente con la naturaleza pleiotrópica 
de la cascada regulatoria, donde la expresión, como se observó en los análisis transcriptómicos (Tabla 4) 
y proteómicos (Tabla 5), dependía en gran medida de la presencia de GacS funcional. Dado el amplio 
abanico de actividades asociadas con el metabolismo secundario de Pseudomonas (Lapouge et al. 2008), 
era esperable encontrar una gran huella metabolómica, siendo los metabolitos asociados a un organismo 
uno de los últimos reflejos de la expresión de sus genes, en este caso como consecuencia de la disrupción 
del control ejercido por GacS (y la cascada Gac-Rsm en conjunto).  
 
Asimismo, era esperable que, de existir tal impacto, este tuviera una visible influencia, particularmente 
en los metabolitos asociados a actividades antimicrobianas, dado que el sistema regulatorio afecta de 
manera significativa el antagonismo de otras cepas de Pseudomonas, como P. protegens CHA0, P. 
brassicacearum NFM421, P. chlororaphis O6 y P. fluorescens F11, entre otras (Laville et al. 1992, Aarons 
et al. 2000, Lalaouna et al. 2012, Anderson et al. 2017, Ferreiro et al. 2021). En primer lugar, respecto a la 
identidad de las moléculas de abundancia diferencial, la mayoría de las características espectrales 
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coincidieron con familias moleculares de amidas de ácidos grasos, de ácidos grasos y de alcaloides (Figura 
32 B). Esto también se reflejó en la lista de las 10 features espectrales principales reguladas positivamente 
por GacS, que contaban con una predicción molecular in silico disponible (Tabla 6). Para al menos dos de 
ellas, la N-ciclopropilicosa-5,8,11,14-tetraenamida y la N-fenil-hexadecanamida, existen reportes sobre su 
actividad antimicrobiana (Farshori et al. 2011, Desbois et al. 2013, Liu et al. 2016).  
 
Asimismo, se corroboró la presencia de 7-hidroxitropolona, detectando un nodo singular (singleton) cuya 
predicción de SIRIUS reveló su identidad como 3-hidroxitropolona, el tautómero de 7HT (Kubo et al. 
(2007), Figura 33 A). Este nodo presentaba una diferencia de abundancia significativa entre las muestras 
de SVBP6 y 28l (Figura 33 B), lo que sugiere nuevamente que su acumulación en el medio extracelular 
depende de la presencia de la proteína GacS funcional. Sin embargo, resultó llamativo que la 7HT 
apareciera como un nodo singular, dado que se esperaba encontrar una familia de compuestos asociados, 
derivados de su inestabilidad química en solución (Capítulo 1, Figura 20 C). Tampoco se detectaron en los 
sobrenadantes moléculas precursoras (Capítulo 1, Figura 24), lo que sería consistente con la presencia de 
transportadores específicos para 7HT codificados en el BGC correspondiente del genoma de SVBP6 
(Capítulo 1, Tabla 2). 
 
Finalmente, se detectaron diversas redes de metabolitos (familias químicas) con actividad antimicrobiana 
reportada en otras bacterias, cuya abundancia mostró ser dependiente de GacS. A continuación, se 
detallan estos resultados, integrando los resultados de aproximaciones previas. 

 

Metabolómica comparativa SVBP6-28l (gacS::Tn5) 

Datos globales 

Momento de 
activación 

Gac 

Features 
detectad

as 

Reguladas 
positivamente 

Por GacS1 

Reguladas 
negativamente 

Por GacS2 

Exclusivas 
de SVBP63 

Exclusivas de 28l4 

G2 2044 288 51 1019 0 

Top 10 de features moleculares reguladas positivamente por GacS 

Código de 
feature 

Diferenci
a de 

promedio 
escalada5 

P-valor 
ajustado6 

Predicción in silico por SIRIUS 
Código SMILES 

(SIRIUS) 

9920 2,32 1,21E-02 Hexadecanamida 
CCCCCCCCCCCCCCCC(

=O)N 

15007 2,30 4,27E-04 2-aminoacetato de tridecilo 
CCCCCCCCCCCCCOC(

=O)CN 

16279 2,29 8,03E-04 
N-(4-dodecilfenil)-3-

oxobutanamida 

CCCCCCCCCCCCC1=C
C=C(C=C1)NC(=O)CC(

=O)C 



Tesis doctoral  Federico Muzio 
 

125 
 

 

  

16381 2,27 8,69E-04 

N-(2,3,4,6,7,8,9,9a-octahidro-
1H-quinolizin-1-ilmetil)-4-(1-

propan-2-ilindol-3-
il)butanamida 

CC(C)N1C=C(C2=CC=
CC=C21)CCCC(=O)NC

C3CCCN4C3CCCC4 

7848 2,26 3,96E-03 

Ácido 2-(2-
feniletilamino)benzoico (ácido 

enfenámico) 

C1=CC=C(C=C1)CCNC
2=CC=CC=C2C(=O)O 

16727 2,25 1,95E-03 
N-ciclopropilicosa-5,8,11,14-

tetraenamida 

CCCCCC=CCC=CCC=C
CC=CCCCC(=O)NC1CC

1 

15376 2,25 2,89E-03 1-morfolin-4-iltridecan-1-ona 
CCCCCCCCCCCCC(=O)

N1CCOCC1 

10725 2,24 3,96E-03 

N-[7-[1-(ciclopropilamino)-1-
oxopropan-2-il]-8-hidroxi-

1,4a-dimetil-2,3,4,5,6,7,8,8a-
octahidro-1H-naftalen-2-

il]ciclopropanocarboxamida 

CC1C(CCC2(C1C(C(CC
2)C(C)C(=O)NC3CC3)

O)C)NC(=O)C4CC4 

382 2,24 3,43E-03 2-(4-oxobutil)-guanidina C(CC=O)CN=C(N)N 

10461 2,23 3,36E-03 N-fenil-hexadecanamida 
CCCCCCCCCCCCCCCC(

=O)NC1=CC=CC=C1 

1Número de features detectados con significancia estadística, cuya diferencia de medias calculada por 
el test post hoc de Tukey´s era > 0, indicando una abundancia mayor en muestras de SVBP6 respecto 
del mutante gacS::Tn5. 
2 Número de features moleculares con acumulación diferencial estadísticamente significativa, cuya 
diferencia de medias calculadas sobre los valores de abundancia  por el test post hoc de Tukey´s era 
< 0, indicando una abundancia mayor en muestras del mutante gacS::Tn5 respecto de SVBP6. 
3  Número de features moleculares detectadas con significancia estadística sólo en muestras de 
SVBP6. 
4 Número de features moleculares detectadas con significancia estadística sólo en muestras del 
mutante gacS::Tn5. 
5 Valor de la diferencia de medias (SVBP6-28l), calculada por el test post hoc de Tukey’s. 
6 Valor del estadístico P (ANOVA), indicando la significancia estadística de la detección de la feature 
en el set de datos obtenido. 

 

Tabla 6: Impacto metabolómico de la pérdida de función de la proteína GacS en SVBP6. Para más detalles, ver Anexo B: 
Tabla B3. 
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Figura 33: Control de GacS sobre la producción de 7HT y la expresión de su BGC. A) (izquierda) Red molecular identificada 
como 7HT, mostrada como un único nodo (singleton, nodo singular), junto con su correspondiente estructura molecular de 
3-HT predicha por SIRIUS, la forma tautomérica de 7HT (Isin y Karakus, 2010). Más detalles sobre las redes moleculares en 
Figura 34. (derecha) Gráfico de diagrama de cajas, mostrando los valores de abundancia escalados de muestras triplicadas y 
sus valores promedio correspondientes para las diferentes muestras biológicas analizadas. La caja central de cada boxplot 
representa el rango intercuartil, que abarca desde el primer cuartil (límite inferior de la caja), determinado a partir de los 
datos, hasta el tercer cuartil (límite superior de la caja). La línea dentro de cada caja indica la mediana del conjunto de datos. 
Las barras por encima y debajo de las cajas corresponden a los valores máximos y mínimos que no se considerarían outliers. 
B) Grupo de genes biosintéticos para la producción de 7HT y las magnitudes de regulación GacS sobre los transcriptos y 
polipéptidos correspondientes, derivadas de la comparación entre muestras de SVBP6 y 28l. Las barras naranjas 
corresponden a los valores promedio de cambio (log2 fold change) de cada gen detectado por RNAseq, mientras que las 
barras azules corresponden a los valores promedio de cambio (log2 fold change) de cada gen detectado como polipéptido 
por LFQ, para SVBP6 en relación a las células del mutante gacS::Tn5 en cultivos muestreados en el pico de producción de 
7HT (G2, ver Figura 27). Las barras discontinuas representas polipéptidos que se detectaron solo en muestras de la cepa 
silvestre SVBP6. “n.d.” denota transcriptos o polipéptidos que no fueron detectados. Las anotaciones de genes corresponden 
a los locus tag del genoma completo de la cepa SVBP6 en la base de datos PseudoCAP 
(https://pseudomonas.com/strain/show?id=23564). 
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GacS controla la expresión de BGCs novedosos y la abundancia de sus 

correspondientes metabolitos especializados en SVBP6. 

Como primer caso, entre las redes moleculares con features significativamente enriquecidas en los 
sobrenadantes de la cepa silvestre SVBP6 en comparación con los del mutante gacS::Tn5, se identificó 
una familia espectral relacionada con la pseudoiodinina (Figura 34 A y B). La pseudoiodinina es un 
compuesto con actividad antimicrobiana de la familia de las pirazolotriazinas (Kelly et al. 2006, Yang et al. 
2023), cuya producción ha sido reportada en diferentes aislados de Pseudomonas con taxonomía incierta 
(Smirnov et al. 1997). Recientemente, se describió su BGC y su expresión dependiente de Gac-Rsm en el 
aislamiento P. mosselii 923 (Yang et al. 2023). En el genoma de la cepa SVBP6, se identificó por homología 
de secuencias un BGC similar así como los genes reguladores y de transporte asociados, localizados entre 
las posiciones 3,511,808 y 3,521,606, organizado en 9 ORFs (Figura 34 B). De hecho, la expresión de estos 
genes biosintéticos había sido detectada tanto a nivel transcriptómico como proteómico como 
fuertemente regulada al alza por GacS (Figura 34 B, Anexo B: Tabla B1 y B2) . Además, se observó que el 
BGC de SVBP6 carece de un gen presente en P. mosselii 923 (MXB02_RS10650 en PseudoCAP), que 
codificaría una enzima biosintética (RibD) con actividad predicha de deaminasa/reductasa bifuncional. 
Esto sugiere la posible producción de una molécula relacionada con la pseudoiodinina en SVBP6, pero 
distinta de la reportada en 923. Llamativamente, se determinó que este cluster destacado en los 
resultados de transcriptómica y proteómica correspondía al cluster asignado a la toxoflavina, predicho por 
la herramienta antiSMASH en Agaras et al. (2018). Esta coincidencia tiene sentido al comparar la 
estructura de la pseudoiodinina detectada (Figura 34 A) y la estructura de la toxoflavina (Introducción 
General, Figura 3). Dada la similitud estructural en las moléculas, resulta esperable que la herramienta 
fuese incapaz de discernir entre los genes biosintéticos de ambas, particularmente debido a la reciente 
descripción de su biosíntesis en Pseudomonas. El conjunto de estos resultados indicó que la cepa P. 
donghuensis SVBP6 produce pseudoiodinina o un metabolito estrechamente relacionado como parte de 
su arsenal antimicrobiano bajo el control positivo de la cascada Gac-Rsm.  

 
Adicionalmente, se detectó una red molecular destacada por estar significativamente enriquecida en 

el sobrenadante de SVBP6. Esta red de features moleculares poseía un library match con la molécula 2,3,4-
trihidro-β-carbolina-1-ona en uno de sus nodos (Figura 35). Este compuesto pertenece al grupo de 
alcaloides bioactivos de la familia de la β-carbolina, mayoritariamente de origen vegetal o de 
invertebrados marinos (Cao et al. 2007). La producción de β-carbolinas es relativamente rara en 
procariotas (Chen et al. 2018b), pero se ha informado en algunos aislamientos de Pseudomonas. Por 
ejemplo, la cepa Y5 de P. koreensis y la cepa UJ6 de Pseudomonas sp. (estrechamente relacionada con las 
especies P. reactans y P. azotoformans) producen 1-acetil-9H-β-carbolina-3-carboxílico y 1-acetil-β-
carbolina, respectivamente, ambos con actividad antibacteriana (Lee et al. 2013, Kaur et al. 2019). Sin 
embargo, la ruta biosintética de β-carbolinas ha sido poco caracterizada en bacterias. Datos de aislados 
de actinobacterias marinas indicaron que el triptófano fue un precursor directo y que las primeras etapas 
de la biosíntesis del esqueleto β-carbolina fueron catalizadas por enzimas de tipo Pictet-Spenglerasa 
(Koketsu et al. 2010). Curiosamente, una de estas actividades enzimáticas caracterizadas se basa en el 
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dominio C-terminal de una sintasa de péptidos no ribosomales de un aislamiento de Streptomyces 
lavendulae (Koketsu et al. 2010, Chen et al. 2018b), y este dominio de 364 residuos tiene una homología 
remota, pero significativa (26% de identidad, e-value 7,5e-14), con el polipéptido codificado por el primer 
gen de un posible BGC que está fuertemente activado por GacS en P. donghuensis SVBP6 (Figura 35). Este 
clúster de genes contiene ORFs codificantes para proteínas con actividades necesarias para la biosíntesis 
de un compuesto, así como proteínas de transporte y regulación, de manera similar a otros BGCs descritos 
para SVBP6 (Figura 33 B y Figura 34 B). Tanto los datos de transcriptómica como los de proteómica 

Figura 34: Control de GacS sobre la biosíntesis de moléculas de pseudoiodinina y la expresión de su BGC. A) (izquierda) Red 
molecular obtenida correspondiente a la pseudoiodinina (predicha por SIRIUS, flecha roja). Los nodos se muestran como 
formas geométricas (triángulos azules para las características significativamente diferentes según Tukey, círculos azules para 
las características significativas según ANOVA, círculos naranjas para las características no significativas y cuadrados grises 
para las características presentes solo en el medio de cultivo). Los conectores grises denotan similitud química calculada 
como cosine score y se muestran como diferencia de masa sobre cada conector. Sobre cada nodo, un gráfico circular muestra 
la abundancia en muestras de SVBP6 (rojo) y muestras de mutante gacS::Tn5 (amarillo). Los nodos marcados con un asterisco 
son destacados en el volcano plot de la Figura 32. (derecha) Gráfico de diagrama de cajas del nodo destacado con una flecha 
roja. Ver Figura 33 para detalles acerca de los datos de abundancia representados. B) Grupo de genes biosintéticos para la 
producción de 7HT y las magnitudes de regulación GacS sobre los transcriptos y polipéptidos correspondientes, derivadas de 
la comparación entre muestras de SVBP6 y 28l. Referencias en Figura 33 B. 
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indicaron una fuerte dependencia en la abundancia de sus transcriptos y proteínas con la presencia de 
GacS (Figura 29, Figura 30, Anexo B: Tabla B1 y B2).  No obstante, se requieren más datos experimentales 
para identificar los compuestos de tipo β-carbolina producidos por la cepa SVBP6 y para determinar si su 
biosíntesis está relacionada con el BGC candidato aquí propuesto. Por otro lado, respecto de las muestras 
en presencia del micelio de M. phaseolina, se observó que la abundancia de este compuesto de β-
carbolina fue mayor en los sobrenadantes de las células bacterianas cultivadas en presencia del hongo M. 
phaseolina (Figura 35, derecha), lo cual podría estar indicando una respuesta de la bacteria a la presencia 
del hongo, con un aumento de este metabolito antimicrobiano. 

 

Por otro lado, se logró identificar otro posible BGC, sin un correlato metabolómico, pero con evidencia 
transcriptómica y proteómica, que habíamos denominado preliminarmente como “clúster 2.1” (Figura 
36). Esta región cromosómica de SVBP6, delimitada por las coordenadas 4,218,479 – 4,230,970, contiene 
12 ORFs que codifican diversos polipéptidos. De estos, siete estarían asociados con actividades 
biosintéticas predichas, tres podrían formar un sistema de eflujo para un metabolito, y dos ubicados en 
cada extremo del clúster codifican posibles reguladores transcripcionales. Los productos génicos con 
actividades enzimáticas incluyen dos deshidrogenasas de cadena corta, una aminotransferasa de clase III 
(dependiente de PLP), una START/SRPBCC/policétido ciclasa, una acil-CoA deshidrogenasa/oxidasa, una 
desaturasa de ácidos grasos y una proteína similar a una hemo-oxigenasa con dominio DUF3050. Esta 

Figura 35: Control de GacS sobre la biosíntesis de moléculas de tipo β-carbolinas. (izquierda) Red molecular obtenida 
correspondiente a la β-carbolinas, conteniendo un library match a la 2,3,4-trihidro-β-carbolina-1-ona (flecha roja). Ver Figura 
34 para detalles sobre la representación de redes moleculares. Los nodos marcados con un asterisco son destacados en el 
volcano plot de la Figura 32 A. (derecha) Gráfico de diagrama de cajas del nodo destacado con una flecha roja. Ver Figura 33 
para detalles acerca de los datos de abundancia representados. 
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disposición funcional sugirió que se trataba de un BGC huérfano involucrado en la producción regulada 
de un metabolito extracelular, posiblemente relacionado con modificaciones de un precursor de ácido 
graso. Sin embargo, aunque el primer gen biosintético del clúster mostró una homología distante con el 
dominio C-terminal de una proteína asociada a la biosíntesis del esqueleto de β-carbolina, no fue posible 
deducir la identidad química del compuesto producido por este BGC únicamente a partir de las funciones 
codificadas. La misma requeriría una purificación basada en la actividad antimicrobiana, seguida de 
caracterización química. Asistidos por el Comparative Gene Cluster Analysis Toolbox (CAGECAT) (van den 
Belt et al. 2023), se determinó que además de P. donghuensis, el “clúster 2.1” está totalmente conservado 
en genomas de miembros dispersos del grupo P. fluorescens (especies de los subgrupos P. fluorescens y 
P. fragi) y del grupo P. putida (especies dentro de los subgrupos P. capeferrum, P. mosselii y P. 
vranovensis). Hasta el momento, este BGC potencial no ha sido caracterizado completamente en ninguna 
especie en la que el clúster esté presente. Tampoco fue identificado en el genoma de la cepa SVBP6 
mediante la versión más reciente de la plataforma antiSMASH (7.0) que permite identificar clústeres de 
genes de metabolitos especializados (Blin et al. 2023). Sin embargo, un BGC homólogo se detectó 
previamente en el genoma del aislamiento P. donghuensis P482 mediante una versión ya obsoleta de 
antiSMASH (2.0). Se reportó que una mutación inactivadora del primer gen del operón en P482 resultó en 
la pérdida de actividad antibacteriana en presencia de glicerol como única fuente de carbono 
(Matuszewska et al. 2021), lo que sugirió una posible relación entre este BGC y una actividad 
antimicrobiana. Nuestros análisis ómicos comparativos indicaron que la expresión de todas las funciones 
biosintéticas y de transporte de este BGC fue marcadamente regulada al alza por GacS a nivel de 
abundancia de mRNA en SVBP6 en el momento G2, y que esta regulación se correlacionó con un aumento 
de más de 10 veces en la abundancia de los polipéptidos detectados del BGC (Figura 29, Figura 30, Figura 
36). En conjunto, estas evidencias sugirieron que el “clúster 2.1” en la cepa SVBP6 es responsable de la 
producción de un metabolito especializado, posiblemente exportado al medio extracelular, cuyos genes 
biosintéticos y de transporte son fuertemente activados por la cascada Gac-Rsm, aunque la identidad de 
este metabolito todavía requiere de futuros estudios.  

Figura 36: El “clúster 2.1” es un BGC novedoso presente en el genoma de SVBP6 y fuertemente regulado por GacS. El BGC 
representado en la parte inferior del esquema está compuesto por genes que codifican polipéptidos con actividades 
biosintéticas predichas, seguidos por componentes de un sistema de exportación putativo, y flanqueados por genes que 
codifican reguladores transcripcionales. Referencias en Figura 33 B. 
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 Conclusiones  
 

Los resultados obtenidos mediante las tres aproximaciones ómicas aplicadas en forma comparativa a 
un mutante del regulador global gacS de P. donghuensis y a la cepa silvestre facilitaron la identificación 
de nuevos clústeres de genes biosintéticos y/o de metabolitos especializados posiblemente involucrados 
en su actividad antimicrobiana.  

A lo largo de los distintos conjuntos de datos y aproximaciones se evidenció cómo el elemento 
funcional superior de la cascada reguladora post-transcripcional Gac-Rsm, la quinasa sensora GacS, tiene 
un impacto amplio y marcado en la expresión génica y en el perfil de metabolitos extracelulares de la cepa 
SVBP6 de P. donghuensis. Tanto a nivel de abundancia de mRNA como de polipéptidos, la categoría 
funcional con respuesta regulatoria más significativa en el mutante de pérdida de función de gacS fue la 
del metabolismo especializado (Figura 29 B y Figura 30 B). A nivel metabolómico, las familias espectrales 
con mayor representatividad en el sobrenadante de la cepa SVBP6, pero no en el mutante de pérdida de 
función gacS, fueron amidas de ácidos grasos, ácidos grasos y alcaloides (Figura 32 B). Además de la ya 
caracterizada 7HT y su BGC (Figura 33), GacS promueve la producción del compuesto antimicrobiano 
pseudoiodinina (o de una molécula similar) y controla positivamente la expresión del BGC 
correspondiente (Figura 34). También detectamos la producción dependiente de GacS de 2,3,4-trihidro-
β-carbolina-1-ona en los sobrenadantes de cultivos de la cepa silvestre SVBP6, y/o posibles compuestos 
relacionados de la familia de las β-carbolinas (Figura 35), lo que podría sumarse al arsenal antimicrobiano 
de SVBP6. Sin embargo, un número importante de familias espectrales dependientes de GacS dentro de 
la red completa de moléculas espera su identificación química inequívoca (Tabla 6, Anexo B: Figura B1).  

Finalmente, fue posible identificar cuatro regiones cromosómicas adicionales que codificarían posibles 
clústeres de genes biosintéticos altamente regulados por GacS a nivel de mRNA y/o polipéptidos (BGC3, 
BGC4, BGC5 y BGC6; Figura 37, AnexoB: Tabla B1, Tabla B2). Los cuatro clústeres huérfanos escaparon a 
la detección del servidor antiSMASH 7.0 y, curiosamente, todos parecen estar restringidos al subgrupo P. 
vranovensis de especies de Pseudomonas (que incluye a P. donghuensis). A pesar de no poseer más 
información acerca del rol de estos determinantes genéticos, su expresión o metabolitos especializados 
asociados, su detección soporta la idea que un enfoque multi-ómico comparativo tiene el potencial de 
identificar nuevos BGCs putativos que han escapado a la detección por otros métodos.  

 
Aunque el enfoque de este trabajo fue en metabolitos especializados y sus clústeres genéticos 

subyacentes, principalmente expresados a alta densidad celular, los análisis transcriptómicos y 
proteómicos diferenciales han proporcionado datos interesantes sobre procesos celulares que son: a) 
regulados diferencialmente por GacS a baja densidad celular (estadío G1); b) controlados negativamente 
por la cascada Gac-Rsm a baja o alta densidad celular; c) influenciados indirectamente por la cascada Gac-
Rsm a través de reguladores transcripcionales y otros sistemas de señalización (Anexo B: Tabla B1, Tabla 
B2). 

 
Tanto la integración de enfoques multi-ómicos (Palazzotto et al. 2018) como el estudio del efecto de 

la alteración del nivel celular de reguladores globales han sido sugeridas, en forma alternativa, como 
estrategias prometedoras para descubrir nuevos antibióticos (Thapa et al. 2019). Los resultados 
presentados en esta tesis representaron, al menos al momento de su redacción, la primera vez que se 
combinaron estas dos estrategias para explorar el potencial antimicrobiano de una cepa de Pseudomonas. 
Dado que la cascada reguladora global Gac-Rsm está ampliamente conservada en el género Pseudomonas 
(Sobrero et al. 2020), este enfoque podría resultar particularmente útil para aislamientos de especies 
bacterianas poco caracterizadas de este género cuyos genomas no contienen BGCs conocidos y 
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conservados para la producción de antibióticos. En este contexto, los resultados obtenidos respaldaron el 
uso de mutantes de pérdida de función de gacS (o alternativamente, podrían ser también de gacA; Figura 
1A) en conjunto con análisis comparativos multi-ómicos en cepas de Pseudomonas como una estrategia 
prometedora para descubrir nuevos metabolitos bioactivos y/o clústeres de genes biosintéticos para este 
tipo de compuestos.  

 
Asimismo, el registro masivo de transcriptos, polipéptidos y metabolitos (Anexo B: Tabla B1, Tabla B2, 

Tabla B3) regulados por la presencia de GacS funcional constituyen una base de datos sólida para la 
identificación de futuros metabolitos y/o procesos celulares de interés. La información aquí obtenida 
podría ser relevante para el estudio de la colonización competitiva de raíces de plantas y la contribución 
de funciones beneficiosas a la rizósfera en Pseudomonas. 

 

 

 

Figura 37: Nuevos BGCs huérfanos fuertemente regulados al alza por GacS en SVBP6. a) BGC3. b) BGC4. c) BGC5. d) BGC6. 
Para más detalles, ver Anexo B: Tabla B1 y Tabla B2. Los loci genómicos correspondientes han sido recortados del visor del 
genoma de P. donghuensis SVBP6 en la base de datos PseudoCAP. Las barras denotan los factores regulatorios sobre la 
expresión de cada gen que fueron detectados mediante RNAseq (barras naranjas) y LFQ (barras azules) de células de tipo 
salvaje y gacS::Tn5 en cultivos muestreados en el pico de producción de 7HT (G2, ver Figura 27 A). Las anotaciones de genes 
corresponden a los locus tag del genoma completo de la cepa SVBP6 en la base de datos PseudoCAP 
(https://pseudomonas.com/strain/show?id=23564). 
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 Anexo B 
 

 
Figura B1: El locus rsmZ de la cepa SVBP6 de P. donghuensis y su similitud con el locus rsmZ de la cepa CHA0 de P. protegens. 
La secuencia de ADN de los genes que codifican los ARNp RsmZ de las cepas CHA0 y SVBP6 se muestra en la parte superior 
de la figura. La alineación via Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo) de la secuencia de ADN 
corresponde a la secuencia codificante de rsmZ más las regiones promotoras correspondientes (200 pb upstream, incluyendo 
el sitio de inicio de la transcripción de cada gen rsmZ) (acá debe ir la cita de Heeb et al 2002 doi 10.1128/jb.184.4.1046-
1056.2002) . Los elementos de secuencia conservados necesarios para la transcripción (sitios de unión de la ARN polimerasa 
-10 y -35, en naranja) y la activación por el sistema de dos componentes GacS-GacA (sitio diana de GacA, en rojo) están 
recuadradas. Las secuencias recuadradas en azul corresponden a los transcritos de ARNp RsmZ. 
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Figura B2: Muestras del proteoma de SVBP6 y su mutante gacS::Tn5, 28l. Fotos ejemplificadoras de los geles de 
poliacrilamida obtenidos luego de realizar el SDS PAGE 12%, a 110V por 50 minutos. 
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https://drive.google.com/open?id=1vdxFJTKQ0e7VvzzlAJoxQSxoMWsWuMqE&usp=drive_fs
https://drive.google.com/open?id=1vdxFJTKQ0e7VvzzlAJoxQSxoMWsWuMqE&usp=drive_fs
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Tabla B1: Genes diferencialmente detectados por RNA-seq en P. donghuensis SVBP6. 

Ver: https://docs.google.com/spreadsheets/d/17vs-bsLeGc0-
jZBrSMX95OBVA7lU8TbQ/edit?usp=drive_link&ouid=111464678711164194239&rtpof=true&sd=true 

Tabla B2: Polipéptidos diferencialmente expresados detectados por LFQ en P. donghuensis SVBP6. 
 
Ver: https://docs.google.com/spreadsheets/d/17wG8KqJ4J-
LQJ0YYX91Lb_08PJkZF7br/edit?usp=drive_link&ouid=111464678711164194239&rtpof=true&sd=true 
 

Tabla B3: Features moleculares diferencialmente abundantes detectadas por LC-MS/MS en P. 
donghuensis SVBP6. 
 
Ver: https://docs.google.com/spreadsheets/d/17yC77ObA8lwaDN-V-EUMy_zmyPHSIl-
Y/edit?usp=drive_link&ouid=111464678711164194239&rtpof=true&sd=true 
 

 

 

 

 

 

  

https://docs.google.com/spreadsheets/d/17vs-bsLeGc0-jZBrSMX95OBVA7lU8TbQ/edit?usp=drive_link&ouid=111464678711164194239&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/17vs-bsLeGc0-jZBrSMX95OBVA7lU8TbQ/edit?usp=drive_link&ouid=111464678711164194239&rtpof=true&sd=true
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 Conclusiones y perspectivas 
 

En coincidencia con la hipótesis inicial, los resultados obtenidos en el transcurso de este trabajo 
confirmaron que la cepa P. donghuensis SVBP6 efectivamente produce una o más moléculas con actividad 
antimicrobiana, cuya producción media el fenotipo antagonista de la cepa. Principalmente, los resultados 
aquí expuestos evidenciaron el rol central que posee la 7-hidroxitropolona en el fenotipo antagonista a 
hongos fitopatógenos. Se determinó que la 7HT y, por lo tanto, la expresión de los genes asociados a su 
producción en SVBP6, son responsables de gran parte de la inhibición ejercida por parte de la bacteria 
sobre el crecimiento micelial. La 7HT demostró poseer un efecto fungistático sobre el crecimiento de los 
hongos ensayados, el cual es independiente de la disponibilidad de hierro en el medio, en contraste al rol 
propuesto como sideróforo previamente para la molécula en otras cepas de P. donghuensis. Se observó 
que la producción de esta molécula se encuentra regulada por la cascada regulatoria Gac-Rsm en SVBP6, 
lo que luego fue corroborado por las aproximaciones ómicas al evaluar el impacto de la mutación sobre 
gacS. Asimismo, el estudio de este impacto develó nuevas evidencias acerca de posibles BGCs en P. 

donghuensis, los cuales podrían ser determinantes del antagonismo antibacteriano de SVBP6. El estudio 
multi-ómico basado en la mutación de un componente de un sistema regulatorio global resultó ser 
efectivo en su capacidad de determinar la presencia de nuevos BGCs en la cepa previamente descritos en 
otros organismos (como el asociado a la pseudoiodinina), así como para señalar posibles nuevos BGCs aún 
por ser descritos (cluster 2.1, BGCs 3-6).  

Sin embargo, estos últimos resultados requieren estudios complementarios. La información obtenida en 
este trabajo sugiere que los potenciales nuevos BGCs están regulados por la cascada Gac-Rsm, la cual es 
determinante para fenotipos de antagonismo en SVBP6 y en otras Pseudomonas, pero su relación con la 
capacidad de SVBP6 de inhibir el crecimiento de fitopatógenos queda pendiente de ser comprobada. 
Estudios de mutagénesis y complementación son necesarios para observar el impacto, caracterización y 
corroboración del rol de los BGCs identificados en el antagonismo a bacterias/hongos fitopatógenos. 
Asimismo, las moléculas detectadas por LC-MS/MS requieren ser corroboradas como agentes 
antimicrobianos, siendo todavía desconocido su rol en el antagonismo. Particularmente, la variante de 
pseudoiodinina dependiente de Gac-Rsm identificada en el extracto mediante una predicción in silico 
requiere de resultados de identificación química (RMN, por ejemplo) y posteriores ensayos de actividad 
antimicrobiana para determinar su papel en los fenotipos de SVBP6.  

Por otro lado, todos los resultados obtenidos en este trabajo fueron hechos en un contexto in vitro. 
Resultaría de interés continuar en el estudio de la actividad de las moléculas y componentes genéticos 
descritos en este trabajo en contextos más cercanos al ambiente natural. Estudios in planta utilizando 
mutantes y/o complementados por la detección los agentes antimicrobianos en rizósfera establecerían la 
relevancia de los agentes antimicrobianos descritos en el nicho biológico de SVBP6 y arrojarían luz sobre 
las relaciones biológicas establecidas por la cepa en el contexto rizosférico.  
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