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RESUM

Actualment hi ha una gran demanda alimentaria i per tal d’assolir-la s’han de
resoldre alguns problemes existents en els cultius, com és el cas de la clorosis
férrica. Aquesta caréencia de ferro es produeix sobretot en sols de naturalesa
alcalina degut a que el ferro es torna insoluble en pH basics. Fins ara s’han
utilitzat fertilitzants inorganics i sintétics per posar remei a aquesta deficiéncia
nutricional pero aquests agroquimics representen un problema mediambiental.
Per aquesta rao, els siderofors son una area emergent de recerca en agricultura.
Aquestes molécules secretades per microorganismes presenten I'habilitat de
quelar el ferro i tornar-lo biodisponible, fet que permet aportar a la planta aquest
nutrient i permetre’n el seu creixement. Es per aquest motiu, que aquesta revisio
bibliografica esta dedicada a aportar coneixements sobre els siderofors i els seus
beneficis en agricultura. D’aquesta manera, el desenvolupament de
bioestimulants, en aquest cas basats en siderofors, permetran aconseguir una

agricultura meés sostenible.

Paraules clau: siderofors; bioestimulant; clorosis férrica; fertilitzants; ferro ferric

ABSTRACT

To meet the currently demand for food, there are some existing issues in crops
that must be solved, as is the case of iron chlorosis. This iron deficiency occurs
mainly in alkaline soils due to the insolubility of iron in basic pH. Until now,
inorganic and synthetic fertilizers have been used to remedy this nutritional
deficiency, but these agrochemicals represent an environmental problem. For
this reason, siderophores are an emerging area of research in agriculture. These
molecules are secreted by microorganisms and have the ability to chelate iron
and make it bioavailable, which allows the plant to acquire this nutrient and allow
its growth. Thereby, this bibliographic review is dedicated to providing knowledge
about siderophores and their benefits in agriculture. In this way, the development
of biostimulants, in this case based on siderophores, will make it possible to

achieve a more sustainable agriculture.

Keywords: siderophores; biostimulant; iron chlorosis; fertilizer; ferric iron
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1. INTRODUCCIO

El ferro és un microelement essencial per a les plantes, ja que esta implicat en
diversos processos importants aixi com la fotosintesi i la respiracio cel-lular.
També participa en la biosintesi de la clorofil-la i forma part dels grups catalitics
d’enzims redox del tipus hemoproteines com les catalases i peroxidases
(antioxidants), i els citocroms (que participen en la cadena de transport
d’electrons en la fotosintesi i en la fosforilacié oxidativa). Consequentment, el
ferro es un element clau per a la produccioé de biomassa i en I'obtencio d’un alt
valor nutricional en els cultius, degut a que aquest element juga un paper

important en la salut humana [1].

Cal destacar que el ferro és un dels elements més abundants en el sol pero la
seva biodisponibilitat depen fortament del pH. Al voltant d’'un pH neutre els ions
de ferro es troben en la seva forma insoluble (Fe3*), que reacciona per donar
oxids i hidroxids inaccessibles, sent aixi un factor limitant pel creixement de les
plantes en sols alcalins, com per exemple, els calcaris [2]. La deficiéncia d’aquest
element és coneguda com clorosis férrica i els seus simptomes es manifesten
per l'aparicié de fulles joves grogoses com a consequéncia de la falta de
produccié de clorofil-les (Fig. 1). Per tant, la clorosis és un problema en
agricultura perqué causa la disminucio del rendiment dels cultius i del seu valor

nutricional en ferro [3].

Figura 1. Simptomes de la clorosis ferrica.

De fet, a Espanya aquest problema esta molt present, ja que un gran percentatge

del sol del territori és alcali [4] (Fig. 2).
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Figura 2. Mapa d’Espanya (2009) on es mostren les zones que contenen sols alcalins i acids.
Les zones alcalines es senyalitzen amb un color taronja/ vermell i les zones acides amb un color
blau/ lila [4] .

Tot i aixi, existeixen tractaments que consisteixen en l'aplicacié de fertilitzants
inorganics com el sulfat de ferro (Il) (FeSOa4). Tanmateix, I'aplicacié d’aquestes
sals és bastant ineficient en els sols anteriorment descrits degut a la
transformacié de gairebé tot el ferro aplicat en compostos altament insolubles.
També hi ha fertilitzants que contenen quelants de ferro sintétics com I'acid
etilendiaminotetraacétic (EDTA) que és el més comu. Aquests agents sintetics
s6n molt eficacos en sols calcaris perqué quelen el ferro en un rang ampli de
valors de pH. No obstant, sén cars i molt poc biodegradables, fet que provoca la
seva persisténcia en sols. Aix0 pot causar toxicitat en organismes aquatics i
mamifers degut a la mobilitzacié de metalls pesats, ja que els quelants sintetics

també hi tenen afinitat [1,3].

Es per aix0, que es necessiten desenvolupar férmules més sostenibles que
promoguin el creixement vegetal tal com ho fan els agroquimics. Patrick du
Jardin 2015 [5] va establir la definicio de bioestimulant com “qualsevol substancia
0 microorganisme aplicat a les plantes amb I'objectiu de millorar I’eficiéncia
nutritiva, la tolerancia a estressos abiotics i/o els trets de qualitat del cultiu,
independentment del seu contingut en nutrients”. Addicionalment, proposa els
biofertilitzants com “una subcategoria de bioestimulants, els quals poden ser
qualsevol inocul de bacteris o fongs, que augmenten [l'eficiencia de I'us de
nutrients i obren noves rutes d’adquisicié de nutrients per les plantes”. A més,

afirma que “els microorganismes aplicats poden exercir una funcié dual com a

3
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bioestimulant i agent de biocontrol d’altres organismes”. Aquests, s‘'anomenen
microorganismes promotors del creixement vegetal (MPCV) i colonitzen la
rizosfera per establir relacions simbiotiques amb els seus hostes. Els MPCVs,
presenten mecanismes directes i indirectes implicats en la millora del creixement

de les plantes [6]:

- Mecanismes directes: millora en la nutrici6 d’alguns nutrients i

estimulacié del creixement per la regulacié de fitohormones.

- Mecanismes indirectes: antibiosis, induccié de resistencia sistemica,

competéncia per nutrients i ninxols.

Alguns d’aquests microorganismes son capacos de produir siderofors, uns
péptids no ribosomals de baix pes molecular (<10 KDa) i que també son produits
per alguns tipus de plantes i mamifers. Tal com indica el seu nom (del grec
sideros “ferro” i phoros “portador”), la seva principal funcié és quelar i transportar
el ferro ferric (Fe®*) per tal de permetre’n la seva adquisicié a través de sistemes
de captacio. Per tant, exerceix d’agent quelant organic del ferro i juga un paper
molt important en la nutricié d’aquest element en diferents organismes. A més,
sén biodegradables, ja que poden ser degradats pels seus organismes
productors o per factors abiotics com la hidrolisis, I'oxidacié o bé per radiacions

[7].

Finalment, front al problema de la clorosis ferrica les plantes han desenvolupat

dues estrategies per a I'absorcio de ferro [3,8]:

- Estratégia | (estratégia de reduccid): consisteix de forma general en
acidificar el sol alliberant protons o acids organics induint aixi la
solubilitzacié del Fe®*. El ferro ferric que inicialment es troba unit a
minerals poc solubles o a solids amorfs (ex: Fe(OH)3) sera substituit en
la superficie d’adsorci6 pels protons i sera alliberat en el sol. El ferro un
cop a lapoplast de la planta, és unit per compostos fenolics i
posteriorment sera reduit a Fe?* per I'enzim oxidasa de reducci6 ferrica
FRO, situat en la membrana plasmatica. Finalment, sera introduit a

I'interior de la cél-lula pel transportador de ferro regulat IRT.

- Estratégia |l (estrategia de quelacid): consisteix en quelar el ferro a

través dels fitosiderofors/ siderofors microbians i absorbir el complex

4
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format amb el Fe3* per tal de ser reduit dins la planta. Aquesta
estrategia esta basada en la biosintesi, secrecié i transport dels

siderofors.

La primera estrategia és propia de dicotiledonies i plantes monocotiledonies no-
graminies i la segona esta present en plantes monocotiledonies graminies. Els
rizobacteris promotors del creixement vegetal (RPCV) també presenten
aquestes dues estrategies i per tant, en potenciaran I'efecte ajudant aixi a la seva

planta hoste en I'adquisicié de ferro [8].
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2. HIPOTESIS | OBJECTIUS
Hipotesis
Els siderofors i els RPCVs productors de siderofors son d’interés agronomic
degut a la seva activitat promotora del creixement vegetal. Per tant, son una

alternativa als fertilitzants quimics tradicionals per combatre la deficiencia de

ferro dels cultius.

Objectius

Tenint en compte els coneixements previament esmentats sobre la dependéncia
de la solubilitat del ferro respecte el pH, la definicié de bioestimulant i la hipotesis
plantejada, I’objectiu principal d’aquest treball és revisar bibliograficament
els coneixements actuals sobre els siderofors bacterians per comprendre
el seu potencial biotecnologic per a la fabricacié de bioestimulants en la

industria agroquimica.
Per tal d’assolir-ho, s’han plantejat els seglients objectius especifics:

l. Entendre la classificaci6 de siderofors segons la seva estructura

quimica.
Il. Coneixer les caracteristiques dels bacteris productors de siderofors.

Il Estudiar quins son els mecanismes de sintesi, transport i regulacié de

siderofors.

V. Revisar estudis on s’afronti la deficiéncia de ferro en plantes mitjangant

siderofors i/o amb els seus microorganismes productors.
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3. METODOLOGIA DE LA REVISIO BIBLIOGRAFICA

Per realitzar la cerca bibliografica s’han utilitzat diferents criteris i paraules clau
per a la seleccio dels diferents articles usats en aquest treball. Per buscar-los
s’han fet servir les bases de dades Web of Science, PubMed i Google Academic.
La cerca s’ha realitzat durant el periode de setembre fins al desembre de 2022.
Mentrestant, es va anar redactant de forma general el que es volia explicar en el
treball i finalment durant el desembre de 2022 es va acabar de redactar el

contingut de forma clara i especifica.

Un cop obtinguts els resultats, la informacié s’ha ordenat, resumit i contrastat

entre els diferents articles seleccionats.

Per recollir la informacid, primerament es va realitzar una cerca amb paraules
clau menys especifiques per obtenir una visio general del tema i posteriorment
es van utilitzar paraules més especifiques amb la finalitat de trobar la informacié

necessaria per a cada apartat (Taula 1):

Taula 1. Paraules clau utilitzades per a la recerca bibliografica.

Paraules clau generals Paraules clau especifiques ‘
Microbial siderophores ~ Siderophore producing bacteria
Plant growth promoting rhizobacteria Bacterial siderophores
Iron nutrition Biosynthesis
Plants Transport mechanisms

- Iron chlorosis
- Iron deficiency
- Iron biofortification

- Biostimulants

Aquestes paraules es van utilitzar en diferents combinacions amb I'operador
AND. Els operadors OR o NOT no es van acabar utilitzant ja que s’obtenien
articles que es desviaven dels objectius plantejats en aquest treball i tampoc va
ser necessari descartar articles que presentessin termes no buscats. Aixi doncs,
les paraules clau seleccionades van ser suficientment especifiques per trobar la

informacio desitjada degut a que el tema escollit és bastant recent.
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Exemple d’una combinacié de paraules clau: bacterial siderophores AND iron

chlorosis AND biostimulant.

A més, es van utilitzar els seguients criteris de seleccid per escollir els diferents

articles trobats (Taula 2):

Taula 2. Criteris d’inclusié i exclusié per la seleccié d’articles.

Any de publicacio: a partir del 2017 (inclos)

Idioma: Anglés

Area de recerca: Agriculture, Biotechnology applied

- .| microbiology, microbiology, Environmental Sciences
Criteris d’inclusio
Ecology

Pels estudis experimentals: in planta. Articles que

evidenciin els efectes de siderofors o dels BPS en el
proveiment de ferro en plantes d’interés alimentari.

Any de publicacid: anterior al 2017 (no inclos)

Idioma: diferent a 'anglés

Area de recerca: altres arees que no siguin les anterior

Criteris d’exclusio6

Pels estudis experimentals: in vitro. Exemple: estudis

on aillen i caracteritzen els siderofors produits per

bacteris perd no s’apliquen in planta.

Un cop feta la seleccié dels estudis seguint aquests criteris, es va realitzar una
lectura dels resums de cada article per escollir definitivament aquells que

encaixaven meés per complir els objectius proposats.

Alguns dels articles seleccionats es van obtenir a través de les referéncies

d’altres articles previament escollits.

Destacar que al principi es volia fer una revisio bibliografica sobre siderofors
bacterians i fungics pero aquests ultims, seguint els criteris de selecci6, es van

desestimar degut a la falta d’'informacio.

Finalment, s’han consultat un total de 48 referéncies. La bibliografia consultada
va resultar en 44 referencies (36 de les quals amb data posterior o igual al 2017)

i les 4 restants corresponen a llocs web de bases de dades.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO
4.1. ELS SIDEROFORS

S’han descrit més de cinc-cents siderofors pero, de forma general, aquestes
molecules es classifiquen segons el grup funcional que es coordina amb el ferro.
Aixi doncs, existeixen diferents grups de siderofors basats en aquest criteri: els

hidroxamats, els catecolats i els carboxilats. També existeixen els siderofors

mixts, que estan formats per més d’un tipus de lligand [9].

Hi ha diversos factors que defineixen I'estabilitat del complex, com ara el tipus
de grup donador d’electrons i les cadenes laterals. Tot i aixi, la denticitat (nombre
de grups donadors d’un unic lligand que s’uneixen a I'atom central) és de gran
importancia, ja que com més denticitat, més estabilitat de I'agent quelant. Es per
aguest motiu, que en la natura els siderofors més comuns son els que formen

complexes octaédrics hexadentats (sis atoms donadors) (Fig. 3) amb el metall

[1].

R R
yN
o O

Figura 3. Exemple de complex octaédric hexadentat (provinent d'un hidroxamat) [10].

4.1.1. Hidroxamats

Els hidroxamats son el grup més comu trobat a la naturalesa i el seu grup
funcional esta conformat per C(=O) N-(OH) R (Taula 3). La R com a residu
organic, el CO com a grup carbonil i NH-OH com a grup hidroxilamino. Per tal de
formar la uni6 amb el Fe3*, els dos atoms d’oxigen que aporta el grup hidroxamat

cedeixen dos parells d’electrons en aquest metall. [9,11].

Un exemple molt conegut és la desferrioxamina B la qual és sintetitzada pel
bacteri Streptomyces coelicolor. Un altre exemple és la vicibactin produida per

Rhizobium leguminosarum [9,10].
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4.1.2. Catecolats

Els siderofors que pertanyen en aquest grup tenen el 2,3-dihidroxibenzoat (2,3-
DHB) com a fragment funcional (Taula 3). En aquest cas, per tal de formar el
complex octaédric hexadentat cada catecolat proveeix dos atoms d’oxigen que

son els responsables de quelar els ions de ferro [11].

Un dels més ben estudiats és I'enterobactina produit per enterobacteris com
Escherichia coli. Un altre cas comq, és el de Bacillus subtilis, que produeix el

siderofor anomenat bacillibactin [12].

4.1.3. Carboxilats

La quelacié del ferro en aquesta categoria de siderofors es duu a terme gracies
als grups carboxil o hidroxicarboxil, els quals aportaran els electrons necessaris
per lligar-se amb el ferro [13] (Taula 3). Destacar que a aquest grup de siderofors
se’ls pot anomenar carboxilats (normalment els anomenen aixi) perdo també

hidroxicarboxilats degut a la presencia dels grups hidroxicarboxil.

Alguns dels representants d’aquest grup son la vibrioferrina i la rizobactina

produides per Azotobacter vinelandii i Rhizobium meliloti respectivament [14,15].

4.1.4. Siderofors mixts

Alguns microorganismes son capacos de produir siderofors mixts, els quals
posseeixen com a minim dos tipus diferents de lligands de ferro [11] (Taula 3).

Un dels exemples més estudiats segons la literatura és la pioverdina, que
presenta un grup catecolat i dos hidroxamats i és produit per Pseudomonas
aeruginosa. Per altra banda, I'aerobactina produida per E. coli posseeix dos

grups hidroxamats i un carboxilat [9,16].

10
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Taula 3. Exemples dels diferents tipus de siderofors. Els fragments funcionals de cada siderofor
estan emmarcats per poder-los distingir millor. La font de les estructures és: “Chemical Entities
of Biological Interest” (ChEBI) [17] i PubChem [18]. El color lila representa els grups hidroxamat;

el color groc representa els grups catecolat; el color rosa representa els grups carboxilats.

Tipus Nom

Estructura Microorganisme Ref.

siderofor siderofor

_ [10]
leguminosarum

N ~,
J:\/ Rhizobium
Hidroxamat Vicibactin ’ :

CH

,’O
I
HN NH
o] OH
| DfJT T
Catecolat o 0

Enterobactin K‘/L Escherichia coli  [12]
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oo™ Azotobacter

9) OH HN
0 o) j
Ho)k )ko
Hio

Carboxilat Vibrioferrina . .
vinelandii

f

. . :ﬂJ Pseudomonas
Pioverdina

aeruginosa

Mixt

Aerobactina . .
Escherichia coli

12

[15]

[16]

[9]
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4.2. BACTERIS PRODUCTORS DE SIDEROFORS

Els RPCVs son un grup molt ampli de bacteris que es troba en la rizosfera i es
poden trobar associats a les arrels de forma endofitica formant noduls (RPCVs-
intracel-lulars) o poden habitar en la seva superficie (RPCVs- extracel-lulars).
Per tal de formar aquestes associacions simbiotiques, les plantes poden
estimular la colonitzacié de les arrels per bacteris rizosférics exsudant ions,
oxigen, aigua, diversos metabdlits, entre d’altres que poden ser utilitzats pels
RPCVs, fet que provoca que la poblacié bacteriana a la rizosfera sigui mil
vegades més densa que en la resta del sol. Aquests bacteris poden promoure el
creixement a través de mecanismes directes. Alguns exemples son la fixacié de
nitrogen, solubilitzaci6 de fosfats, estimulacio de la producci6é de fitohormones i
la producci6 de siderofors. També poden estimular el creixement de forma
indirecta que inclou mecanismes de biocontrol com ara la produccié d’antibiotics,
la induccio de la resistencia sistémica o la competéncia per substrats i ninxols
mitjancant per exemple, la produccié de siderofors que segresten el ferro

disponible i consequentment limiten el creixement de microorganismes patogens
[1].

Per tant, els RPCVs poden ser també BPS. Els bacteris produeixen formes
extracel-lulars de siderofors que els serviran per captar el i6 férric exogen. Tan
bacteris gramnegatius com grampositius aixi com els anaerobics facultatius i la
majoria d’aerobics poden sintetitzar aquestes molécules sota condicions limitants
de ferro [19]. A més, els BPS produeixen principalment hidroxamats i catecolats
(o mixts que contenen aquests grups), els quals sén els siderofors que presenten
una major afinitat pel ferro [20]. Per exemple, la pioverdina presenta una constant
d’afinitat de K=10%?i la enterobactina una K = 10% les quals s6n més altes que
les dels siderdfors fangics (10%°) [13] i els fitosiderofors (10%8) [8]. Per tant, els
siderofors bacterians provocaran una gran competicié pel ferro entre els
siderofors d’altres organismes degut a la seva gran afinitat pel metall i per la
captacio dels complexes a través de receptors especifics de membrana. Es per
aguest motiu que aquest fet els confereix la possibilitat d’actuar al mateix temps
com agents de biocontrol de fitopatdgens, ja que inhibiran el creixement d’aquells
que no posseeixen el sistema d’assimilacié especific per reconéixer el complex
[13,21,22] (Fig. 4).

13



UNIVERSITAT
4" ROVIRA i VIRGILI

Beneficial Siderophore
bacterium |production

Pathogen (5 )

—e o~
— S - Virulence

factors

Figura 4. Representacié esquematica de I'accié dels BPS en el biocontrol de fitopatdgens [22].

Alguns dels géneres més ben coneguts de RPCVs i en els quals s’ha observat
producciéo de siderofors son Rhizobium, Bacillus, Azospirillum, Azotobacter,
Pantoea i Pseudomonas [1,23] tot i que en aquest treball també s’han
documentat d’altres com Gluconacetobacter, Arthrobacter, Enterecoccus i
Streptomyces. Els altres géneres trobats coincideixen amb els primers

mencionats.

4.3. MECANISMES DE SINTESI, REGULACIO | TRANSPORT DE
SIDEROFORS

4.3.1. Biosintesi de siderofors

Les proteines clau en la producci6 de siderofors son els enzims peptid sintetasa
no ribosomica (PSNR) [19,22,24,25].

Aquests enzims constitueixen linies d’assemblatge responsables d’unir
aminoacids (inclosos aminoacids no proteinogenics) aixi com carboxi i hidroxi
acids per formar una cadena peptidica, la qual és posteriorment modificada per
formar el siderofor final. L’estructura estandard d’'un PSNR esta constituida per
moduls i cada un d’ells presenta 4 dominis principals: adenilacio (A), condensacio
(C), portador de peptidil (P) (en alguns casos aquest domini es pot trobar com
domini T de tiolacio) i tioesterasa (T). La biosintesis succeeix en 3 etapes

principals: iniciacid, condensacio i terminacio [26,27] (Fig. 5).
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La iniciaci6 comenca quan el domini A activa i incorpora el primer aminoacid
corresponent. L’activacio es duu a terme per I'addicié d’'un AMP gracies al domini
d’adenilacio (A) formant aixi un aminoacil-AMP. Després, s’uneix covalentment
al domini P, el qual presenta un grup tiol que realitza un atac nucleofilic al grup
carboxil de de 'aminoacil-AMP causant la pérdua de 'AMP, i d’aquesta manera
el modul 1 queda activat. Posteriorment, la fase de condensacié és possible quan
dos moduls adjacents també s’activen i es forma un enllag peptidic entre els dos
aminoacids, deixant el dipéptid en el segon domini P. La formacié d’aquest enllag
esta catalitzada pel domini C. Quan el tercer modul és activat, es forma el segon
enllac peptidic generant un tripeptid en el tercer domini P. El procés es repeteix
fins que la cadena peptidica esta completa. A continuacid, el domini tioesterasa
(T) (normalment situat en I'ultim modul) permet la hidrolisis i I'alliberament del
péptid situat en I'dltim domini P. Finalment, per tal que els siderofors siguin
bioactius, altres dominis especifics dels PSNR s’encarreguen de modificar els
aminoacids de la cadena. Aquestes modificacions poden ser epimeritzacions
(conversié de L a D aminoacids), metilacions, oxidacions, ciclitzacions entre
d’altres [26,28,29]. Un exemple d’aquesta via és la biosintesi de pioverdina, que
utilitza 4 NPRS: el PvdL i el Pvdl que contenen 4 moduls i el PvdJ i PvdD que
contenen 2 moduls [25,27] (Fig. 6).

Initiation

HN AMP HN i
\[)\OATP EH & AMP fs
| A l P ‘_‘Z) | A | P | Thmlatlonl A P ]

Adenilation
Module 1 Module 1 Primered module 1

Condensation

R,

O
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b s o MY Yos

3 O R 2

G | — -
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" HN e J\rHN NH; Y OH

BEE RSOH oHR R, sH on
ﬂ—»
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Figura 5. Via de biosintesis per NPRS on es mostren els 3 passos prinicpals: iniciacio,
condensacio i terminacio. En taronja: domini d’adenilacié (A); en groc: domini portador de peptidil
(P); en blau: domini de condensacio (C); en verd: domini tioesterasa (T) [26].
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Figura 6. Exemple de la biosintesi de la pioverdina. Les fletxes blaves representen els clisters
de gens que codifiquen el seu PSNR corresponent. En verd: domini d’adenilacié (A); en blau:
domini de tiolacio (T); en groc: domini de condensacié (C); en beix: domini d’epimeritzacié (E);
en lila: domini tioesterasa (Te) [27].

Els bacteris també poden sintetitzar els siderofors a través de la via dels enzims
sintetases de siderofors independents de PSNR (SIP), tot i que no s’ha trobat
informacio detallada i tampoc s’ha pogut accedir al contingut de I'Gnica revisié
trobada on semblava que s’expliqués en més profunditat. Malgrat els pocs
coneixements obtinguts, se sap que els siderofors sintetitzats per aquesta via
contenen cetoglutarat, acid citric o acid succinic. L’enzim conté un domini
d’aciladenilacié que forma, per exemple, un citrat-AMP el qual prové un enllag ric
en energia per a la reaccio de condensacio amb un aminoacid o una poliamina.
Alguns exemples de siderofors produits per SIP son laerobactina i la
desferrioxamina [26].

4.3.2. Regulacié de la biosintesi de siderofors

La producci6 de sintesis nomeés succeeix en situacions estrictament necessaries
degut a que és un procés altament regulat. Tanmateix, I'energia requerida per la
seva biosintesi aixi com la concentracié de ferro intracel-lular estan controlades,
ja que un excés de ferro pot provocar el desenvolupament d’espéecies reactives

d’oxigen mitjancant reaccions de Fenton [9]:

Fe** + HO, — Fe’" + OH- + OH

En bacteris, la regulacié del procés es duu a terme per la proteina reguladora de
la captaci6 del i6 ferric, també anomenada Fur. Aquesta actua com un repressor
transcripcional dels gens encarregats de la captacio del ferro i utilitza el Fe?* com
a co-repressor. Es a dir, en la preséncia d’'una quantitat suficient de Fe2* en el
citoplasma, la Fur s’'uneix amb el i6 ferrés i aquest complex després s’uneix a la
regid Fur box situada aigies amunt dels gens implicats en la biosintesi de
siderofors o del seu transport a través de la membrana cel-lular, impedint que la

RNA-polimerasa trobi la regié promotora. Un cop la concentracié de ferro torna
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a disminuir, aquest es dissocia de la Fur i conseqientment es separa de la regio
promotora, la qual cosa permet iniciar la sintesi de siderofors [9,19,24,26]. Per
tant, la seva biosintesi és regulada segons la disponibilitat de ferro que hi ha a
I'ambient (Fig. 7).

Condicions Condicions de
d'abundancia de ferro deficieéncia de ferro
RNA pollmerasa

'ﬁmw

Expressio génica
reprimida

RNA polimerasa
Nl LTI

l
v

L 'expressio genica
ocorre

Figura 7. Regulacié de la biosintesis de siderdfors pel repressor Fur i el Fe?* com a co-repressor.
En la cadena d’ADN hi estan representats la Fur box (en vermell) i els gens implicats en la sintesi
de siderofors (en blau). La figura ha estat creada mitjangant Biorender.

4.3.3. Transport dels complexes ferro-siderofor

Els organismes productors de siderofors estan implicats en la solubilitzacio dels
ions Fe3* mitjancant la secrecié siderofors seguidament de la captacié dels
complexes formats amb aquest element per a la seva posterior reduccid

intracel-lular.

Per a la secrecid, no s’ha torbat informacio gaire detallada perd s’ha documentat
que els siderofors s6n exportats per bombes d’eflux que requereixen d’energia i
pertanyen a 3 superfamilies diferents depenent del siderofor transportat: la
superfamilia facilitadora principal (SFP), I”"ATP-binding cassette” (ABC) i la de

resisténcia, nodulacié i divisié cel-lular (RND) [9,19,22].

Per altra banda, els mecanismes de transport a l'interior de la cél-lula del complex
Fe3*-siderofor, difereixen entre els bacteris gramnegatius i grampositius (Fig. 8).
Aixd és degut a I'abséncia dels receptors de la membrana externa en els
grampositius [30].

17



UNIVERSITAT
4" ROVIRA i VIRGILI

En els bacteris gramnegatius, el reconeixement del complex es fa a través d’'un
receptor del tipus barril B en la membrana externa. Després de la unié amb el
lligand, el receptor pateix un canvi conformacional, la qual cosa permet
transportar el complex Fe3*-siderofor al periplasma [22]. Existeixen diferents
tipus de proteines receptores de membrana que reconeixen diferents tipus de
siderofors. Per exemple, en P. aeruginosa hi ha el FoxA pel siderofor
ferrioxamina B i el FpvA per la pioverdina [31,32], i en E. coli el FepA per

I'enterobactina i el FhuA pel ferricrom [19,33].

El moviment a través de la membrana cel-lular bacteriana fins al periplasma esta
regulat pel complex proteic TonB-ExbB-ExbD present en la membrana interna i
que aporta I'energia necessaria pel transport a través de la for¢a protomotriu. Un
cop el complex es troba en el periplasma, aquest s’'uneix a la proteina d’unié
paraplasmatica (PBP) [22,30].

A més, en aquest procés de transport també hi esta implicat un sistema proteic
de transport del tipus ABC localitzat en el periplasma i el qual esta format per
una subunitat extracitoplasmatica (permeasa) i una altra citoplasmatica. Quan el
complex interactua amb la subunitat extracitoplasmatica, aquest és transportat a
través del canal de membrana. La subunitat citoplasmatica hidrolitza 'ATP per
proveir I'energia necessaria pel transport. Posteriorment, en el citosol es
produeix la reduccié del i6 ferric a i6 ferrés [19,30]. Com que el siderofors no
tenen afinitat pel Fe?*, el complex es separa i els siderofors sén degradats o bé

reciclats per un sistema d’excreci6 [13,34].

En bacteris grampositius, tot el procés ocorre en el periplasma i el citoplasma.
Els complexes Fe3*-siderdfor s’'uneixen a les proteines ancorades a la membrana
plasmatica. Després, el complex és directament importat pel sistema de transport

ABC. Finalment, la reducci6 del i6 férric succeeix també en el citosol [26,30].
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Figura 8. Mecanismes de captacid i transport del complex Fe3*- siderofor; a) bacteri grampositiu
i b) bacteri gramnegatiu [19].

4.4, APLICACIO DE SIDEROFORS /0 ELS SEUS BACTERIS
PRODUCTORS EN PLANTES

Existeixen principalment dos maneres d’utilitzar els siderofors per a proposits
agronomics: 1) aplicacio d’una férmula que contingui només la molecula o 1)
aplicaci6 d’una féormula que contingui els microorganismes productors de
siderofors (MPS) [34]. Ambdds casos impliquen la necessitat dutilitzar
microorganismes innocus per a la produccié6 de bioestimulants, els quals
pertanyen al grup de risc 1 d’agents bioldgics [35]. A més, els MPS que
s’apliquen com a bioinoculants haurien de presentar altres caracteristiques per
ser MPCVs ideals, aixi com: ser altament compatible amb la rizosfera de la planta
hoste; alta capacitat de colonitzaci6 de les arrels; ampli espectre d’accio;
presentar diversos trets de promoci6 del creixement vegetal; ser tolerant a factors

fisicoquimics (calor, dessecacio, radiacio, oxidants, etc.) [6].

Tot i aixi, encara que s’han documentat diversos RPCVs del grup de risc 1
capacos de produir siderofors [1], alguns dels bacteris en els estudis trobats
sobre la relacid directa dels siderofors i la seva aplicacié en agricultura, no
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compleixen aquesta caracteristica tan important. Per tant, aquests ens aporten

coneixement cientific perd no es podrien comercialitzar.

Com bé s’ha explicat anteriorment, el ferro €s un micronutrient essencial i per
tant, la seva deficiéncia implica la reduccié de la qualitat i quantitat de la
produccio dels cultius. No obstant, la gran majoria de microorganismes del sol
sintetitzen els siderofors en condicions de deficiéncia de ferro per tal de
solubilitzar-lo i fer-lo aixi disponible. Aixi doncs, segueixen el principi de
I'estratégia Il de les plantes, la qual esta basada en la biosintesi, regulacio i
transport de siderofors anteriorment explicats [8,30,34]. A mes, el ferro que
redueixen els microorganismes intracel-lularment, pot ser utilitzat pel
metabolisme del microorganisme i/o també sera lliurat a la zona rizosferica,

proveint aixi a I'hoste amb una font de ferro [30,36].
4.4.1. Millora de la nutricio de ferro en plantes d’estratéegia |

Maduixeres (Fragaria ananassa)

En I'estudi de Delaporte-Quintana et al. 2020 [37] el bacteri Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5 i Azospirillum brasilense REC3 van demostrar una
promocié del creixement vegetal en maduixeres, tot i que la soca PAL5 va
resultar més efica¢c de forma general en tots els parametres comprovats com
I'area de les fulles, I'area de les arrels, el contingut de clorofil-les i el contingut de
ferro (Fig. 9). Els autors proposen que un dels factors implicats en aixo0 es deu a
I'estructura quimica dels siderofors ja que els catecolats de REC3 s6n hidrofobics
i queden associats a la superficie cel-lular, en comparacié als hidroxamats de
PAL5 que son hidrofils i poden difondre més en la solucié nutritiva del cultiu
hidroponic. A més, els tractaments van consistir en aplicar les suspensions
bacterianes suplementades amb diferents fonts de ferro: control negatiu absent
de font de ferro, suplementacié amb Fe?* i suplementacié amb Fe3* (Fig. 9). Cal
destacar que les plantes tractades amb la suplementacié de Fe?* van mostrar
sempre un creixement similar a les tractades amb Fe3*. Tot i aixi, s’ha de tenir
en compte que la participacié de siderofors va ser nomeés possible en la
presencia del ferro oxidat degut a que en la de ferro reduit no es van produir, fet
que corrobora I'anteriorment explicat en I'apartat de regulacié de sintesis dels

siderofors. Tanmateix, també s’ha de tenir en compte que el mecanisme d’accio
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de cada RPCV pot variar segons el genotip del seu hoste, les etapes de
desenvolupament, les condicions ambientals, entre d’altres [6]. Aixo vol dir que
per molt que en aquest cas la PAL5 hagi demostrat ser més efectiva, potser en
estudis de camp, altres condicions i tipus de cultiu ho seria la REC3.

WIA PALS REC3 ‘

Fe(Il) + PALS . Fe(Il) + RE(’.%‘

Fe(IIl) + PALS

Fe(Il)

Fe(III) Fe(IIl) + REC3

&

Figura 9. Imatges de fulles representatives provinents de plantes de cada tractament [37].

Soja (Glycine max)

Ferreira et al. 2019 [38] van demostrar I'eficacia dels siderofors front als quelants
sintétics. Els autors van avaluar i comparar la capacitat de diferents compostos
per mitigar 'estrés causat per la clorosis ferrica en plantes de soja (Glycine max).
Aquests son l'azotoquelina (catecolat) produida per Azotobacter vinelandii, el
DPH (N,N-dihidroxi-N,N'-diisopropilnexanodiamida), que és un analeg de
siderofor hidroxamat, i els agents sintetics EDTA i TEDDHA (etilendiamina-N,N'-
bis(acid 2-hidroxifenilacétic)). L'experiment es va duu a terme en cambra
climatica i els parametres avaluats van ser I'estabilitat del complex Fe-quelant
amb els diferents compostos del sol de forma individual, la concentraci6 de ferro
en planta i el contingut en clorofil-les. Per a mesurar I'estabilitat dels complexes,
els tubs van ser coberts amb alumini per protegir-los de la llum (ja que és un
factor abiotic que afecta a la biodegradabilitat dels siderofors). Els resultats
obtinguts van mostrar que el complex format pel DPH amb el ferro va ser retingut
un 80% en Ca- montmoril-lonita en comparacio a I'azotoquelina, 'TEDTA i EDDHA
que van mostrar una retencio aproximada del 20% en tots els diferents
compostos testats. Els autors proposen que aixo probablement es deu a que els

hidroxamats s6n més propensos a adsorbir-se en les argiles. A més, el DPH
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també va mostrar una major adsorcié en goethita i ferrihidrita (minerals d’oxids i
hidroxids de ferro) degut a la seva simple estructura en comparacié a
'azotoquelina que té una estructura més complexa, causant d’'impediments
estérics que obstaculitzen I'adsorcié. Aquests factors es van veure reflectits in
planta, ja que el DPH va demostrar ser menys eficient que I'azotoquelina en el
proveiment de ferro. Finalment, els diferents agents quelants van mostrar
diferents perfils cinétics: el contingut en ferro de les plantes tractades amb EDTA
i EDDHA va ser més alt en comparacié a 'azotoquelina en un periode de temps
curt (7 dies), no obstant, en un periode de temps meés llarg (21 dies),
'azotoquelina va resultar més eficag en proveir ferro a les plantes que els

quelants sintetics.

Un altre estudi realitzat pels mateixos autors [39], també en soja, va consistir en
produir i avaluar I'eficacia de dos biofertilitzants liofilitzats que contenien els
siderofors d’A. vinelandii i B. subtilis, respectivament per examinar la seva
capacitat de disminucio de la clorosis férrica en sols calcaris. L'experiment es va
duu a terme en cambra climatica i també es va comparar l'eficacia dels
biofertilitzants respecte al fertilitzant sintetic EDDHA (control positiu). Els
resultats van mostrar tan fenotipicament (Fig. 10) com numeéricament que el
biofertilitzant dels siderofors d’A. vinelandii va demostrar ser més efectiu que el
de B. subtilis en els parametres avaluats com el pes sec i el contingut en
clorofil-les i, respecte al control positiu (EDDHA) va donar sempre uns valors molt
similars, tot i que lleugerament inferiors (possiblement degut a la degradabilitat
dels siderofors [7]). A més, en el seu estudi previ 'azotoquelina mostrava uns
valors més elevats de ferro per planta en comparacié al biofertilitzant d’A.
vinelandii. Tot i aixi, s’ha de tenir en compte que en I'anterior estudi van obtenir
valors SPAD! de només dos etapes de les fulles (2 i 3) i en aguest van recollir
valors de 5 etapes. Les fulles d’etapes més desenvolupades presenten un index
en clorofil-les més baix i conseqientment un contingut de ferro més baix. Per
tant, el fet d’haver mesurat més etapes foliars va disminuir el contingut de ferro

per planta total. No obstant, les quantitats de ferro obtingudes per la planta van

1 Valors que representen el contingut en clorofil-les de les fulles.
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ser suficients per combatre la clorosis ferrica quan va ser tractada amb els

siderofors d’A. vinelandii respecte al control negatiu.

Finalment, les diferéncies entre els biofertilitzants d’A. vinelandii i B. subtilis es
poden deure a que els liofilitzats van ser obtinguts a partir del sobrenedant
produit per centrifugacio. Es a dir, en la solucié de siderofors d’A. vinelandii a
més de 'azotoquelina també hi estava present la protoquelina (un altre siderofor
produit pel bacteri [29]), i en el cas de B. subtilis només es va detectar la
bacillibactin. També podria influenciar la preséncia d’una barreja de diferents
quelants de ferro (acids organics secretats pels bacteris) amb diferents
estabilitats, els diferents exudats de cada bacteri, les interaccions planta-bacteri
o un fenomen d’adsorcid dels siderofors en el sol degut a la diferéncia de
carregues i hidrofobicitats dels diferents siderofors. De fet, per al liofilitzat de B.
subtilis es va observar que al cap de 3 dies només presentava un 8,7% de ferro
solubilitzat respecte a l'inicial en Ca- montmoril-lonita i un 13,4% en CaCOs, a

diferencia del d’A. vinelandii que presentava un 50,7% i un 92,5% de ferro soluble

en preséncia d’aquests dos components del sol respectivament.

Figura 10. Imatges de les plantes al dia 21 després del tractament. C-: control negatiu; C+:
control positiu; A: biofertilitzant de siderofors d’A. vinelandii; B: biofertilitzant de siderofors de B.
subtilis; A(2): segona aplicacié del biofertilitzant d’A. vinelandii al dia 15; B(2): segona aplicacio
del biofertilitzant de B. subtilis al dia 15 [39].

Tomagueres (Solanum lycopersicum)

En el present estudi realitzat per Nagata 2017 [40] es va avaluar la simbiosis
entre tomaqueres i Pseudomonas fluorescens 13525 (el qual produeix

pioverdina) per avaluar I'efecte melioratiu de I'indcul en la deficiéncia de ferro. A
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mes, en aquest estudi es van analitzar les expressions dels gens implicats en
'absorcio de ferro mitjancant gRT-PCR, concretament els dels transportadors
IRT1 i Nramp3. També es va analitzar I'activitat de la FRO. L’experiment es va
duu a terme en cambra climatica i les tomaqueres van ser cultivades en medi

liquid més una font de ferro en forma de FeCls.

Aixi doncs, els resultats obtinguts van resultar en una acumulacio 3 vegades més
alta de ferro en les plantes inoculades respecte el control en el dia 4 (de 14)
després d’aplicar el tractament. El fenotip de les plantes tractades va mostrar ser
meés pigmentat que el del control, que analitzant el contingut en clorofil-les, es
tradueix en el doble de pigments respecte el control en els dies 4 i1 14. Els nivells
d’expressidé de 'IRT1 de les plantes inoculades va disminuir respecte el control.
Contrariament, I'expressié del Nramp3 va augmentar en les plantes tractades.
L’activitat de la FRO també va resultar ser 4 vegades més alta respecte el control.
Aquests resultats suggereixen que el Nramp3 i la FRO estan implicats en
I'absorcié del ferro quelat per la pioverdina i que I'lRT1 no és tan necessari per
aguest procés. Finalment, també es van comparar els pesos humits de les
plantes els quals no van mostrar diferéncies significatives entre les tractades i el
control. Malgrat aix0, potser el més adequat hagués sigut analitzar els pesos
secs, tal i com es va fer en els altres estudis presentats en aquest treball, per
observar un efecte més real de la concentracio de ferro in planta en 'augment

de biomassa.

Sésam (Sesamum indicum)

Nithyapriya et al. 2021 [41] van aillar una soca de B. subtilis de la zona rizosférica
de plantes de sésam i, d’aquesta manera, van comprovar l'efectivitat tant del
siderofor produit (bacillibactin) com de la suspensié bacteriana en la millora de
la nutricié de ferro. L'experiment es va realitzar en condicions d’hivernacle i els
resultats van mostrar que el contingut en ferro tant en fulles, brots i llavors va ser
més alt en les plantes tractades amb la suspensid bacteriana (34%, 29% i 47%
respectivament) que en les plantes tractades nomeés amb la solucio de siderofors
(1%, 11% i 19%) respecte del control. També es va observar un major increment
en la produccié de clorofil-la respecte al control i a les plantes tractades amb la
solucio de siderofors. Aixo segurament es deu a que els siderofors purificats es

poden anar degradant [7], en canvi, els microorganismes en produeixen

24



UNIVERSITAT
4" ROVIRA i VIRGILI

continuament, a més d’aportar ferro a través de l'estratégia de reduccio (l) i
també poden aportar Fe?* préviament reduit intracel-lularment, fet que permet

nodrir a la planta de forma més eficient [26,30].

Cogombre (Cucumis sativus)

Un altre estudi interessant, és el de Al-Karablieh et al. 2022 [42], on van tractar
llavors de cogombre amb una suspensido bacteriana de Pseudomonas
fluorescens NK4 i amb una solucié6 dels seus siderofors en condicions
d’hivernacle. En aquest estudi no es van caracteritzar els siderofors secretats pel
bacteri, només es va detectar la seva presencia. Tot i aixi, els autors tenien en
consideracio que el siderofor produit de forma general en P. fluorescens és la
pioverdina tot i que en pot secretar d’altres. Els resultats van mostrar una millora
en els parametres de creixement vegetatiu com l'area de les fulles, el pes sec
dels brots i el contingut en clorofil-les. Els valors obtinguts van ser similars en els
dos tractaments aplicats respecte el control. En aquest estudi a més, es van
centrar en analitzar quin era 'efecte de suplementar el medi de cultiu deficient
de ferro amb ZnO per a la produccié de siderofors. Aixi doncs, van observar que
la suplementacié d’aquest 0xid augmentava la secrecio de siderofors i disminuia
el temps necessari per arribar a la fase estacionaria. També es va comprovar
I'efecte contra els fitopatogens Pseudomonas viridiflava NK2 i els fongs Fusarium
sp. i Pythium sp. submergint les plantules en la solucié bacteriana i la de
siderofors, i es va observar que un gran percentatge de plantes no presentava
simptomes causats per la infeccié dels fitopatdgens i podien sobreviure. En
aquest cas P. fluorescents NK4 aconsegueix nodrir a la planta amb el ferro
necessari a la vegada que actua d’agent biocontrol, fet que promou el creixement

de forma directa i indirecta tal com expliquen du Jardin 2015 [5] i Basu et al. 2021
[6].

4.4.2. Millora de la nutricié de ferro en plantes d’estratégia Il

Blat (Triticum aestivum)

El grup de Singh et al. 2020 [43] va avaluar el rol de dos bacteris endofits
productors de siderofors (Arthrobacter sulfonivorans DS- 68 i Enterococcus hirae
DS- 163) en la biofortificacié de ferro en grans de 4 genotips diferents de blat.

Aquests genotips consistien en: baix acumulador de ferro en sol en alt contingut
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de ferro; alt acumulador de ferro en sol en alt contingut de ferro; baix acumulador
de ferro en sol en baix contingut de ferro; alt acumulador de ferro en sol en baix
contingut de ferro. Destacar que en aquest estudi no s’especifica en cap moment
quin tipus de siderofor produeixen els dos bacteris. L’experiment es va duu a
terme en hivernacle i va consistir en inocular plantes cultivades en sols de baix
(calcaris) i alt (argila sorrenca) contingut de ferro disponible, comparant a més,
'efecte d'un fertilitzant inorganic de sulfat de ferro (FeSOa4). En general, la
inoculacié d’endofits va provocar un augment aproximat d’1,5 i 2,2 vegades la
concentracio de ferro en els grans de blat respecte al tractament amb FeSOa i el
control no inoculat respectivament, en tots els genotips i ambdos tipus de sol. Tot
i aixi, la soca DS- 68 va mostrar sempre millors resultats (de forma no
significativa) que la soca DS- 163 en 'area de les fulles. En el nombre de puntes
d’arrel va mostrar valors més alts en els dos genotips cultivats en el sol en alt
contingut de ferro, en canvi, en el de baix contingut de ferro va ser la DS- 163 la
gue va donar millors valors. No obstant, es van analitzar els percentatges de
translocacié de ferro de les arrels fins als brots i dels brots als grans. Les dos
soques van mostrar uns resultats molt similars en els 4 genotips i ambdos sols.
Mencionar que els tractaments amb DS- 68 van mostrar una major translocacio
de I'arrel als brots indicant que probablement aquest bacteri aporta més ferro a
I'hoste pero la cinética de translocacié és més lenta que la de DS- 168, fet que
explicaria els valors gairebé identics en la translocacio de brots a grans, tal com
expliquen Ferreira et al. 2019 quan discuteixen sobre la baixa concentracié de
ferro trobada en la tija respecte a la observada en les fulles [38]. Per tant, es pot
afirmar que aquests dos bacteris van millorar el valor nutritiu en ferro dels grans
de blat dels diferents genotips i en els dos tipus de sol. A més, els propis autors
també corroboren que la millora del creixement vegetal i la mobilitzacié de
nutrients per endofits estan influenciats en certa mesura per les diferéncies
genotipiques dels hostes i el tipus de sol. Finalment, en aquest estudi també es
proposa I'us de BPS com una alternativa als fertilitzants inorganics ja que han
presentat ser més efectius en els dos tipus de condicions de disponibilitat de

ferro.

Un altre estudi en blat va ser el que van realitzar Abiraami et al. 2021 [44]. Per

aquest estudi es van utilitzar 3 bacteris diferents (Pantoea agglomerans,
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Pseudomonas plecoglossicida i Lactococcus lactis) productors de catecolats,
hidroxamats i carboxilats respectivament i es va comprovar I'eficiencia de la
quelacié de ferro dels siderdfors mitjancant ferro radiomarcat (*°Fe) i el seu rol
en els parametres biometrics de les plantes, en la captacié de ferro i en els
enzims antioxidants en cultius hidroponics. Es van tractar els cultius amb inoculs
dels bacteris i les seves solucions de siderofors respectives. Contrariament a
'estudi realitzat per Nithyapriya et al. 2021 [41], en aquest cas van ser les
solucions de siderofors les que van expressar millors resultats en comparacié a
les solucions bacterianes, concretament la solucio de catecolats, seguida de la
de hidroxamats i carboxilats. Aquest fet potser es deu a que els siderofors son
més efectius a curt termini ja que aquest experiment es va realitzar en un periode
de temps més curt. També podria dependre de les quantitats aplicades de cada
solucid. Una altra causa es podria deure a que en la solucio nutritiva hi hagués
algun component que ralentis el creixement bacteria i consequentment la
produccié de siderofors. A més, en aquest cas s’afirma que els catecolats
demostren ser meés eficients que els hidroxamats, al contrari que I'estudi de
Delaporte-Quintana et al. 2020 [37]. Cal destacar que en el seu estudi no es van
aplicar solucions de siderofors “purs” i per tant, els catecolats que generalment
es queden adsorbits en la membrana cel-lular del bacteri, en aquest experiment
devien difondre millor en la solucié nutritiva. Malgrat tot, els experiments
anteriorment comparats s’han dut a terme en condicions i organismes molt

diferents i per tant no es pot extreure una conclusio clara.

Arros (Oryza sativa)

Altrament, Cao et al. 2021 [45], van realitzar un assaig en hivernacle que va
consistir en avaluar els efectes d'inocular espores de Streptomyces
hygroscopicus OsiSh-2 en el creixement i el contingut de ferro en plantes d’arros
cultivades en condicions de deficiencia i suficiencia de ferro. Els siderofors
produits per aquest bacteri sén del tipus hidroxamat. Aixi doncs, els resultats
obtinguts van demostrar que el tractament aplicat va augmentar la biomassa (Fig.
11), la concentracio de ferro i el contingut en clorofil-les gracies a la producci6 de
siderofors (estrategia Il) i 'acidificacié del medi (estrategia I) respecte el control
en els dos tipus de condicions de cultiu. També es va observar que I'expressio

dels gens implicats en la sintesi de fitosiderofors en l'arrds van disminuir en
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comparacié al control no inoculat. Aquest fet es deu a que la biosintesi de
fitosiderofors també esta regulada per 'homeostasi del ferro [3,9,19] i per tant,
aixo implica un estalvi energetic per a la planta ja que, a I'obtenir la font de ferro
a través dels siderofors microbians, poden redirigir aquesta energia en altres

processos metabolics i garantir un ric creixement sota deficiencia de ferro.

M s vl o S

Figura 11. Efectes de S. hygroscopicus OiSh-2 sobre el fenotip del creixement de les plantes
d’arros. Suficiéncia de ferro (+Fe); deficiéncia de ferro (-Fe); plantes no inoculades (E-); plantes
inoculades amb S. hygroscopicus OiSh-2 (E+) [45].

Moresc (Zea mays)

Shirinbayan et al. 2019 [46] van aillar i caracteritzar 20 soques d’Azotobacter
provinents de regions semiarides de les quals les soques Az63, Az69 i Az70 van
demostrar ser les més eficaces en la produccio de siderofors i altres trets de la
promocio del creixement vegetal com la solubilitzacié del fosfat i del potassi. La
soca Az63 va ser identificada com A. chroococcum i les soques Az69 i Az70 com
A. salinestris. En aquest estudi no es van caracteritzar quins son els siderofors
gue secreten els bacteris, només es va comprovar la seva produccio.
L’experiment es va duu a terme en hivernacle i els resultats van mostrar que la
inoculacié dels bacteris en plantes de moresc va augmentar la produccié de
biomassa, la concentracio de fosfor i ferro i el contingut en clorofil-les. A més, les
soques Az69 i Az70 van mostrar ser dependents del sodi fet que indica que es
van aillar de sols salinics i que per tant poden ser eficients també en sota aquest
tipus d’estres, tal com proposa Sulltana et al. 2021 [47] en el seu estudi on va
aillar una soca de Bacillus que va mostrar alts rendiments en la producci6 de

siderofors en una concentracié de NaCl 200mM. En aquest cas, els BPS no
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nomes van ser avaluats per a la produccio de siderofors siné que també per
altres trets del creixement vegetal pels quals van resultar eficients i per tant,

poden conferir un efecte bioestimulant a la planta [5].

Encara que s’han observat evidéncies de la relacié entre els siderofors i la millora
de la nutricio de ferro en plantes, els mecanismes exactes pels quals ho fan
encara no s’han elucidat. Malgrat aixd, s’han establert 2 hipotesis
[8,21,22,26,30]:

) Els complexes Fe3*-siderofor poden ser internalitzats a I'apoplast de

I'noste on possiblement es produira la reduccié a Fe?*.

1)) Els siderofors microbians poden realitzar un intercanvi de lligands amb
els fitosiderofors, tot i que aquest fet depén principalment de les

constants d’afinitat i de la concentracio dels dos tipus de siderofors.

Finalment, mencionar que seguint els criteris de cerca, no s’han trobat estudis

que es realitzessin en camp.
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4.5. TAULES RESUM DE RESULTATS

Taula 4. Recull de les caracteristiques més importants dels BPS.

Caracteristiques BPS

Relacio que estableixen N
Extracel-lular i intracel-lular
amb la planta hoste

Principals siderofors _ _
. Hidroxamats i catecolats
produits

Constants afinitat
103%2- 1052
siderofor-Fe3*

Biosintesi Enzims del tipus PSNR i SIP

El repressor Fur inhibeix la RNA polimerasa

Regulaci6 _
per transcriure els gens dels PSNR.
- Gramnegatius: receptors de membrana
. externa especifics.
Captacio N )
- Grampositius: proteines ancorades a la
membrana cel-lular.
- Complex proteic TonB-ExbB-ExbD
Transport - Proteina d’unio paraplasmatica PBP
- Sistema de transport ABC
Reducci6 del ferro Citosol
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Taula 5. Taula resum dels estudis trobats on s’evidencien els efectes dels BPS i els seus respectius siderdfors en la millora de la nutricié de ferro i altres
observacions. Els grups de risc dels agents biologics s’han extret de BacDive [48].

Microorganisme

Gluconacetobacter
diazotrophicus
PALS5 i Azospirillum
brasilense REC3

Azotobacter

vinelandii

Azotobacter
vinelandii i Bacillus

subtilis

Tipus de siderofor

PAL 5:
Hidroxamats
REC 3:

Catecolats

Azotoquelina

(catecolat)

Azotoquelina
(catecolat) i
protoquelina
(catecolat)

Meéetode de

cultiu

Hidroponic

Cambra

climatica

Cambra

climatica

Maduixeres

Fragaria ananassa

Soja

Glycine max

Soja

Glycine max

Grup
Resultats

de risc

Els dos bacteris van mostrar una
promocio del creixement vegetal

alleujant la deficiencia de ferro

pero PAL 5 va demostrar ser més 1
eficient en tos els parametres

analitzats.

L’azotoquelina va resultar més

eficient que el DPH en el

proveiment de ferro.

L’azotoquelina va mostrar ser més
eficient per aportar ferro que

'EDTA i EDDHA a llarg termini.

Els liofilitzats d’A. vinelandii van

resultar millors que els de B.

subitilis per combatre la clorosis 1

férrica.

[37]

[38]

[39]
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(A

Pioverdina (mixt de

Pseudomonas

fluorescens 13525

Bacillus subtilis

Pseudomonas

fluorescens NK4

Bacillibactin

(catecolat)

catecolats i

hidroxamats)

Bacillibactin

(catecolat)

Pioverdina

Cambra

climatica

Hivernacle

Hivernacle

Tomaqueres
Solanum

lycopersicum

Sésam

Sesamum indicum

Cogombre

Cucumis sativus

Els liofilitzats d’A. vinelandii van
donar uns valors similars als del
tractament amb EDDHA en els
parametres analitzats i per tant
poden ser bons candidats per a la
substitucié dels quelants sintetics.
Acumulacié 3 vegades més alta
de ferro en les plantes inoculades
respecte el control.

El transportador Nramp3 i la FRO
estan implicats en I'absorcié de
ferro de la planta.

Les plantes tractades amb la
suspensio bacteriana va mostrar
una acumulacio de ferro i un
contingut en clorofil-les més gran
gue les tractades amb la solucié

de siderofors.

La inoculacié d’aquest bacteri en

plantes va mostrar una millora en

1

1

1

[40]

[41]

[42]
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Arthrobacter
sulfonivorans DS-
68 i Enterococcus

hirae DS- 163

Pantoea
agglomerans,
Pseudomonas

plecoglossicida i

Lactococcus lactis

No especificat

Catecolats
Hidroxamats

Carboxilats

_ Blat
Hivernacle N .
Triticum aestivum
) . Blat
Hidroponic -

Triticum aestivum

el creixement vegetatiu, el pes sec
i el contingut en clorofil-les.
La suplementacio del medi amb
ZnO va augmentar la producci6 de
siderofors.
El bacteri va mostrar ser un agent
biocontrol contra diferents
fitopatdogens.
La inoculacié dels 2 endofits va
mostrar un augment de la
concentracio de ferro en els grans
de blat respecte al control negatiu
(no inocul) i al positiu (FeSO4).
Les solucions de siderofors van
mostrar millors resultats que les
solucions bacterianes.
Els catecolats van mostrar ser
els siderofors més efectius en el
proveiment de ferro seguit dels

hidroxamats i carboxilats.

1/2

2/2/1

[43]

[44]
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ve

Streptomyces
hygroscopicus
OsiSh-2

Azotobacter
salinestris Az69 i
Az70; Azotobacter

chroococcum Az63 .

Hidroxamats

No especificat

_ Arros
Hivernacle )
Oryza sativa
_ Moresc
Hivernacle
Zea mays

La inoculacioé de les espores

d’aquest bacteri va resultar en

'augment de la biomassa, la

concentracio de ferro i el

contingut en clorofil-les gracies 1 [49]
als siderofors (estrategia ll) i a

I'acidificacio del medi (estratégia

.

Les soques bacterianes

inoculades van mostrar un

augment de biomassa,

concentracio de ferro i contingut

en clorofil-les en plantes de

moresc. 1/1 [46]
Les soques Az69 i Az70 poden

ser eficients en el proveiment de

ferro també en sols salinics.

Els BPS poden conferir un efecte

bioestimulant.
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5. CONCLUSIONS

En aquesta revisio bibliografica s’han recollit evidéncies sobre els siderofors i
dels seus bacteris productors, com una potencial alternativa viable als fertilitzants
quimics tradicionals per a la producci6 de bioestimulants, i aixi desenvolupar una

agricultura més sostenible:

- Els siderofors presenten I'avantatge de ser biodegradables i mostren uns
rendiments similars als dels quelants sintetics per alleujar els simptomes

de la clorosis férrica.

- Els bacteris produeixen majoritariament hidroxamats i catecolats, els
quals s’ha demostrat que son els siderofors que presenten més efectivitat
per tornar biodisponible el ferro i a més, presenten una gran afinitat pel
ferro respecte als siderofors fungics i als fitosiderofors.

- En els mecanismes de captacié dels complexes formats pel ferro i el
siderofor hi intervenen receptors especifics. Sumant la gran afinitat dels
siderofors bacterians pel ferro, aquests permeten restringir I'absorcié de
ferro per altres microorganismes fitopatdogens inhibint aixi el seu

creixement i proporcionant protecci6 a la planta hoste.

- Els siderofors bacterians poden alleujar la deficiencia de ferro en diferents
soOls de naturalesa alcalina com els sols calcaris, els sols salino-alcalins i

els sols on 'augment del pH s’ha vist afectat per la sequera.

- Els siderofors i els seus bacteris productors poden proporcionar una font
de ferro en un rang molt ampli de plantes, ja que sén aptes tant en plantes

d’estratégia | i ll, fet que els fa de gran interés en la industria agroquimica.

- Els BPS poden aportar ferro reduit intracel-lularment a la planta hoste o a

través dels seus siderofors (estrategia Il) i/o acidificant el medi (estratégia

).
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6. PERSPECTIVES DE FUTUR
Malgrat tot el potencial que ofereixen els siderofors o els seus BPS, existeixen
certs factors que encara s’han d’investigar per arribar a obtenir un coneixement

ple sobre la seva utilitzacio.

Encara que es cert que les rutes biosintétiques d’alguns siderofors com la
pioverdina sén ben conegudes [27], falten coneixements sobre rutes d’altres
siderofors [6]. Coneixer aquestes vies aixi com el seu mecanisme de regulacio
seria de gran utilitat a I'hora d’optimitzar el procés creant noves estratégies
d’edicié gendmica o modificant les condicions del cultiu, com per exemple amb
la suplementacio d’altres elements com el zinc, que en el cas de Pseudomonas

fluorescens, influeix en la sintesi per augmentar la produccio de siderofors [42].

També es necessiten elucidar els mecanismes de captacio i transport dels
complexes formats pel siderofor i el ferro o de quina altra manera les plantes
obtenen ferro a través dels siderofors, ja que aixo permetra avaluar quins sén els
siderofors o BPS més eficients en combatre la deficiéncia d’aquest nutrient en

els seus hostes i aixi millorar la seva potencial aplicacio.

Tanmateix, les estructures quimiques de molts siderofors encara son
desconegudes. Per tant, és important caracteritzar-les per tal d’analitzar quin
paper juga la seva estructura amb I'afinitat pel ferro, I'efecte que provoca en el
creixement de la planta i el seu desenvolupament aixi com les interaccions que

exerceix amb el seu entorn, ja que aquestes poden afectar a la seva efectivitat.

Elucidar tots aquests factors i I'habilitat que tenen alguns siderofors per quelar
altres metalls implica I'oportunitat de millorar les aplicacions dels siderofors en
agricultura pero també desenvolupar-ne en altres camps i sectors emergents,
com poden ser la bioremediaci6 de metalls pesats, biosensors, medicina

(diagnostic, antibiotics i vacunes basades en siderofors), entre d’altres [9].

Tot i aixi, existeixen certes limitacions en la ruta de produccio de bioestimulants
o biofertilitzants que també cal superar (Fig. 12). Per arribar a comercialitzar
férmules que continguin siderofors o els seus BPS es necessita caracteritzar-los,

en el cas dels metabolits purificar-los, i produir-los a gran escala.
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Figura 12. Ruta per a la comercialitzacié d’un bioestimulant [6].

Aixi doncs, el primer pas consistiria en aillar BPS d’interés que pertanyin només
al grup de risc 1 i posteriorment s’haura d’avaluar el seu comportament o el dels
siderofors d’interés en condicions de laboratori/ hivernacle i sobretot en
condicions reals, ja que la majoria d’estudis es realitzen en laboratoris o en
hivernacles. Aquests, proporcionen uns resultats en unes condicions optimes, i
per tant els estudis en camp aportaran noves dades sobre les interaccions entre
la microbiota de la planta i les interaccions microbiota-planta, que amb l'ajuda de
les omiques i les eines bioinformatiques, ens ajudaran a comprendre com
funciona I'holobiont [8]. En aquest sentit, no només es buscara millorar un sol
caracter (com la nutricié de ferro) sind que també es buscaran microorganismes
que compleixin les caracteristiques d’'un MPCV ideal i que puguin a més, formar
consorcis beneficiosos per a la planta hoste amb altres microorganismes de la
rizosfera [8]. Per exemple, els fongs micorrizics poden actuar com una extensio
de les arrels per explorar més el terreny i aportar nutrients al seu hoste a la

vegada que estableixen relacions simbiotiques amb RPCVs [36].

Altres limitacions a superar tenen a veure amb l'adequada formulacié del
producte, 'emmagatzematge i transport (ja que al ser cél-lules vives o productes
biodegradables aquests tres factors poden afectar a la seva viabilitat), les
infraestructures i el personal qualificat escas. Per tant, es necessita mes inversio
en aquest sector per part de governs i empreses per tal d’arribar a obtenir una

agricultura més sostenible.
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8. ANNEX: llistat d’abreviatures

Les abreviatures d’aquest treball han fet referéncia a la paraula catalana. Tot i
aixi, a continuacio es mostra un llistat amb les abreviatures angleses per facilitar
al lector la cerca i 'enteniment dels noms en cas que es vulgui informar més

sobre el tema. Mencionar que algunes abreviatures s’utilitzen indistintament tant

en catala com en anglés.

Abreviatura Abreviatura
(catala) (angles)

Acid Ethylenediamine

EDTA . o _ EDTA . _
etilendiaminotetraacetic tetraacetic acid
Microorganisme promotor Plant Growth Promoting

MPCV _ PGPM . _
del creixement vegetal Microorganism
Rizobacteri promotor del Plant Growth Promoting

RPCV _ PGPR _ _
creixement vegetal Rhizobacteria

) L Ethylenediamine-N,N'-
Etilendiamina-N,N'-

_ _ bis(2-
EDDHA bis(acid 2- EDDHA _
_ . hydroxyphenylacetic
hidroxifenilacetic) )
acid)
Oxidasa de reduccio _ _ _
FRO L FRO Ferric Reduction Oxidase
ferrica
Transportador de ferro Iron Regulated
IRT IRT
regulat Transporter
Microorganismes Siderophore producing
MPS _ SPM _ _
productors de siderofors microorganism
Bacteris productors de Siderophore producing
BPS o SPB .
siderofors bacteria
Regulador de captacio _
Fur Fur Ferric uptake regulator

del io férric
. . N,N-dihydroxy-N,N'-
N,N-dihidroxi-N,N'- . o
DPH DPH diisopropylhexanediamid

diisopropilhexanodiamida
e
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PSNR

SIP

ABC

SFP

RND
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Péptid sintetasa no
ribosomica

Sintetases de siderofors
independents de PSNR

Superfamilia facilitadora
principal
Resisténcia, nodulacié i

divisi6 cel-lular
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NRPS

NIS

ABC

MFS

RND

Nonribosomal Peptide-
Synthetase

NRPS- independent
siderophore synthetases
ATP-binding cassette
Major facilitator
superfamily

Resistance-nodulation-

division
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9. AUTOAVALUACIO

Personalment, la realitzacié d’aquest treball m’ha suposat tot un repte. Els
siderofors son unes molécules que estan emergint en la investigacio i per tant,
encara no hi ha una informacié ben consolidada. A més, me n’he adonat que en
I'ambit de l'agricultura costa molt trobar el contingut desitjat degut a la falta
d’investigacié. Un exemple podria ser quan al principi volia fer una comparacio
entre fongs i bacteris pero dels primers la informacio era molt escassa en I'ambit
relacionat amb els siderofors. Tot i aixi, ha sigut una experiéncia enriquidora a la
vegada que dura en certs moments ja que he pogut veure tot el treball que hi ha

darrere de les “reviews”.

També crec que gracies a aquest treball m’he interessat més pel camp de
I'agricultura. M’ha semblat un sector molt interessant, ja que vetlla per un mon
meés sostenible i en el qual crec que s’hauria d’invertir més per tal d’assolir aquest
repte. Per exemple, els siderofors aixi com els seus microorganismes productors
han demostrat ser una gran alternativa als fertilitzants tradicionals per combatre
la clorosis ferrica, pero he apres que no és tan facil produir, conservar i
comercialitzar un producte que contingui microorganismes o els seus metabolits

degut a limitacions biologiques, pero també economiques i legislatives.
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