Jesus Caballero-Mellado*

RESUMEN. En este simposio se presentaron estudios dirigidos a la
caracterizacién y distribucién de nuevas especies de Burkholderia fi-
jadoras de nitrégeno asociadas con el maiz y otras plantas y su uso
potencial sobre el crecimiento de éstas. El simposio incluyé estudios
dirigidos a la recuperacion de suelos erosionados mediante la aplica-
cién de bacterias y hongos micorrizicos asociados con plantas del de-
sierto, y también sobre la tolerancia de los hongos micorrizicos a los
metales pesados, como uno de los problemas de la contaminacién
ambiental. Ademads, se presentd un estudio en el que se identifica y
caracteriza un fragmento cromosémico de 31 kb de Pseudomonas
syringae pv phaseolicola involucrado en la sintesis de faseolotoxina,
cuyas caracteristicas lo relacionan con una isla de patogenicidad.
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nas, Sideréforos, Solubilizacién de Fosfatos, Bacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal, Hongos Micorrizico Arbusculares, Pseu-
domonas syringae, Faseolotoxina.

Considerando los beneficios que representan los mi-
croorganismos para el crecimiento de las plantas y la pro-
duccioén de los cultivos, en este simposio se presentaron
estudios dirigidos a la caracterizacién y distribucién de
nuevas especies de bacterias asociadas con el maiz y
otras plantas y su uso potencial sobre el crecimiento de
plantas de cultivos de interés agricola. Ademads, conside-
rando que el suelo estd sujeto a multiples alteraciones
por la actividad humana y que estas alteraciones reper-
cuten tanto sobre la pérdida del suelo como sobre los mi-
croorganismos con los cuales se asocian las plantas, en el
simposio se presentaron estudios dirigidos a la recupera-
cién de suelos erosionados mediante la aplicacién de
bacterias y hongos micorrizicos asociados con plantas
del desierto, y también sobre la tolerancia de los hongos
micorrizicos a los metales pesados como uno de los pro-
blemas de la contaminacién causada por el hombre. En
las interacciones microorganismo-planta conocer los me-
canismos microbianos involucrados en el dafio a los ve-
getales es de gran relevancia, por lo que la identificacién
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ABSTRACT. About the characterization and distribution of novel ni-
trogen-fixing Burkholderia species associated with maize and other
plants and their potential use on the plant growth was presented in
this symposium. The symposium included studies directed to the re-
vegetation of eroded areas by using plant growth promoting rhizo-
bacteria and mycorrizal fungi associated with desert plants, as well as
studies related with the resistance of arbuscular mycorrhizal fungi to
heavy metals associated with the environmental pollution. In addi-
tion, the identification and characterization of a 31-kb chromosomal
fragment from Pseudomonas syringae pv. phaseolicola was present-
ed; such a fragment, involved with the phaseolotoxin synthesis,
showed characteristic features of a bacterial pathogenicity island.

Key words: Burkholderia, Nitrogen Fixation, Phytohormones, Sidero-
phores, Phosphate solubilization,Plant Growth Promoting Bacteria, Ar-
buscular Mycorrhizal Fungi, Pseudomonas syringae, Phaseolotoxin.

de genes bacterianos que codifican la sintesis de sustan-
cias responsables de la muerte celular del vegetal es no
menos importante que la identificacién de genes que co-
difican para la sintesis de sustancias que estimulan el
crecimiento de las plantas.

Las bacterias promotoras del crecimiento de las plan-
tas (PGPB, siglas en Inglés) representan numerosas espe-
cies del suelo y al igual que muchas especies de hongos,
particularmente los micorrizicos, se encuentran asocia-
dos con la mayoria de las especies de plantas, sino es que
con todas, y comuinmente se les encuentra en la mayoria
de los ambientes. Entre las especies de PGPB mds amplia-
mente estudiadas se encuentran las rizobacterias promo-
toras del crecimiento de las plantas (PGPR siglas en In-
glés) las cuales colonizan la rizosfera y la superficie de
las raices. Algunas de las especies de PGPR tienen la ca-
pacidad de penetrar y proliferar en al interior de las rai-
ces, y de este 6rgano trasladarse a través del sistema vas-
cular, y sin causar daflo, establecerse y desarrollar
poblaciones endéfitas en los tejidos internos de las plan-
tas, ya sea en el tallo, hojas u otros érganos.

Las PGPR favorecen el crecimiento de la plantas a tra-
vés de diferentes mecanismos entre los que se destaca la fi-
jacidn biolégica de nitrégeno. La sintesis de fitohormonas
como las auxinas, particularmente el acido indol acético,
promueven el crecimiento de las raices y la proliferacién
de pelos radicales, mejorando la absorcién de agua y mine-
rales del suelo y con ello el mejor y mayor desarrollo de la
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planta. En forma similar, la actividad de la enzima bacte-
riana 1-amino-ciclopropano-1-carboxilato (ACC) desami-
nasa, disminuye los niveles elevados de etileno en plantas
en desarrollo o estresadas al hidrolizar el ACC, precursor
inmediato del etileno, y consecuentemente promueve la
elongacion de la raiz. No menos importante es la solubili-
zacién de compuestos insolubles como los fosfatos di- y
tricdlcicos y otros minerales. Diferentes especies de bacte-
rias mejoran el crecimiento de las plantas al inhibir del cre-
cimiento de microorganismos fitopatégenos; este mecanis-
mo incluye la competencia por nutrientes asi como la
antibiosis y la sintesis de sider6foros los cuales pueden so-
lubilizar y quelar el hierro del suelo y asi inhibir el creci-
miento de microorganismos patégenos. También hay evi-
dencias que indican que los sideréforos producidos por las

Mecanismos involucrados
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PGPB, incluyendo a las enddfitas, son iniciadores de la re-
sistencia sistémica inducida (ISR), reduciéndose el dafio
causado por los fitopatégenos.

Los hongos micorrizicos no son menos importantes
que las PGPB, particularmente la asociacién micorrizi-
ca vesicula-arbuscular (VA). Durante el establecimiento
de esta asociacién los hongos desarrollan un extenso
micelio extrarradical que explora regiones del suelo in-
accesibles a la raiz, incrementando asi la captacién de
nutrientes como el fésforo y nitrégeno y favoreciendo
el crecimiento de la planta. Ademas, la micorriza VA
contribuye a reducir los dafios a la planta ocasionados
por el estrés bidtico, incluidos los fitopatégenos, y el
abidtico, incluyendo a los contaminantes del ambiente
como los metales pesados.

en la promocion del crecimiento de

las plantas expresados por nuevas especies de Burkholderia

fijadoras de nitrogeno
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Desde la creacién del género Burkholderia en 1992 y
durante varios afios B. vietnamiensis fue la tnica especie
fijadora de nitrégeno representante del género. En los afios
recientes nuestro grupo mostré que la fijacion de N, (eva-
luada mediante ensayos de reduccién de acetileno y detec-
cion de los genes nifHDK) es una caracteristica comun del
género Burkholderia, y detectamos esta capacidad en la
especie B. kururiensis (Estrada-de los Santos ef al., 2001)
descrita como degradadora de tricloroetileno. Posterior a
nuestra propuesta se describié por vez primera la capaci-
dad de 2 cepas del género Burkholderia para formar nédu-
los con leguminosas (Moulin et al. 2001), una de las cua-
les fue descrita como B. fuberum y la otra como B.
phymatum (Vandamme et al., 2002). Numerosas cepas fue-
ron posteriormente descritas, por nuestro grupo y en cola-
boracién con otros, como nuevas especies del género Bur-
kholderia, B. unamae (Caballero-Mellado et al., 2004), B.
tropica (Reis et al., 2004) y B. xenovorans (Goris et al.,
2004). En estas especies asi como en B. vietnamiensis se
ha confirmado la capacidad de fijacién de N, mediante
ensayos con 15N2 (Resultados no publicados). B. unamae,

B. tropica y B. vietnamiensis tienen la capacidad de fijar
N, con diferentes fuentes de carbono comtinmente detec-
tadas en la rizosfera, entre otras, sacarosa, fructosa, succi-
nato y malato. Las especies B. unamae, B. tropica y la re-
cientemente descrita B. silvatlantica (Perin et al., 2006b)
colonizan el ambiente rizosférico y endéfito de maiz y
cafia de azicar (Caballero-Mellado et al., 2004; Reis et al.,
2004; Perin et al., 2006a). B. unamae, B. tropica y B. xe-
novorans han sido aisladas de la rizosfera de tomate y ca-
feto (Goris et al., 2004; resultados no publicados), sin em-
bargo, una cepa de B. xenovorans también fue aislada de
una mujer con bacteriemia (Goris et al., 2004). B. vietna-
miensis, aislada por vez primera de la rizosfera de arroz
(Gillis et al., 1995), ha sido encontrada en asociacién con
plantas de maiz, sorgo y cafeto (Estrada-de los Santos et
al., 2001), pero también en casos de pacientes con fibrosis
quistica (Coenye & Vandamme, 2003).

En general, las especies de Burkholderia fijadoras de
N, tienen un genoma superior a las 7 Mb, el cual estd es-
tructurado en 3-4 replicones con tamafio superior a 1 Mb
(Resultados no publicados). En B. unamae y B. tropica los
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genes nifH se encuentran localizados en el mayor de los
cromosomas con tamafio de alrededor de 3.2 Mb. La gran
complejidad de los genomas de estas especies probable-
mente estd relacionada con su gran versatilidad metabdli-
ca y fisioldgica, asi como su capacidad para colonizar di-
ferentes plantas y ambientes.

Considerando que B. vietnamiensis es un patégeno opor-
tunista que se encuentra muy alejado filogenéticamente de
las especies B. unamae, B. tropica y B. silvatlantica, y que
en estas especies no se han detectado marcadores molecula-
res de patogenicidad (Perin et al. 2006a) nuestros estudios se
han dirigido a conocer si estas 3 especies expresan mecanis-
mos involucrados en la promocién del crecimiento de las
plantas con el objetivo de emplearlas con fines agro-biotec-
noldgicos. En esta direccion, experimentos de inoculacién
con diferentes cepas de B. unamae y B. tropica mostraron
efectos benéficos sobre el crecimiento de plantas de maiz, in-
crementando ambas especies el peso seco de las plantas en el
rango de 16-30%, dependiendo de la cepa inoculada, pero a
la fecha desconocemos el mecanismo responsable de los in-
crementos observados. No obstante, hemos encontrado que
la actividad ACC desaminasa, implicada en disminuir los ni-
veles nocivos de etileno en plantas estresadas o en desarrollo
y promover su crecimiento, es caracteristica de B. unamae 'y
comun entre muchas de las especies de Burkholderia, pero
no es expresada por B. tropica. Es importante destacar que la
actividad ACC desaminasa es expresada usando fuentes de
carbono comunes encontradas en la rizosfera. También he-
mos detectado que B. unamae, B. tropica y B. xenovorans
tienen la capacidad de solubilizar fosfatos insolubles, expre-
sando B. tropica la mayor actividad. También hemos estable-
cido que la produccidn de sideréforos es otro rasgo comtn en
B. unamae y B. tropica, pero su actividad parece no ser la
responsable de la inhibicién del crecimiento de hongos fito-
patégenos. Aun cuando los sider6foros pudieran no ejercer
un efecto antagonista directo contra los fitopatdgenos, es po-
sible que activen la respuesta sistémica inducida (ISR) como
se ha observado con los sider6foros producidos por otras bac-
terias reconocidas como agentes de control bioldgico. Ade-
mds, en el caso de B. tropica hemos identificado substancias
voldtiles con actividad antiftingica y otras diferentes a los si-
deré6foros que estimulan la respuesta de defensa de las plantas
contra fitopatégenos.

En conclusién y tomando en cuenta que tanto en B.
unamae como en B. tropica no fueron detectados genes
involucrados con la patogenicidad de las especies del

complejo B. cepacia, asi como la capacidad de ambas es-
pecies para colonizar diferentes plantas y expresar diferen-
tes actividades relacionadas con la promocién del creci-
miento de las plantas, consideramos que tienen el
potencial para ser empleadas como biofertilizantes y/o
agentes de control bioldgico.
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Uso de los microorganismos del desierto como recurso para
recuperar suelos erosionados
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La deforestacion del desierto de Sonora en Baja Cali-
fornia Sur se debe a una agricultura marginal dando como
resultado una severa erosion del suelo y por consiguiente
una contaminacién por polvo cuando estos campos son
abandonados después de varios afios de cultivo. Esta con-
taminacién por polvo origina un problema importante de
salud publica (con altos indices de enfermedades respira-
torias), especialmente entre los nifios.

Para dar marcha atrds a este efecto adverso en la salud
publica, nuestro propésito es crear programas de revegeta-
cién para suelos abandonados por incidencia urbana y
agricola. Se proponen dos alternativas importantes para
desarrollar exitosamente un programa de reforestacion: (i)
Simular el proceso natural de revegetacién del desierto
(“Islas de Recursos” por arboles leguminosos), (ii) Inocu-
lacién de arboles nativos con bacterias promotoras de cre-
cimiento en plantas (PGPB siglas en inglés) y hongos mi-
corrizicos arbusculares (MA), o también aprovechando la
combinacién de ambos.

Una fuente favorable de material microbiano para ino-
culacién son las PGPB para uso agricola (tales como Azos-
pirillum sp, Pseudomonas sp, y Bacillus sp) y hongos MA.
Muchas plantas nativas responden positivamente a la ino-
culacién mejorando su crecimiento. Sin embargo, aque-
llos microorganismos nativos que crezcan y sobrevivan en
suelos con alta dureza son mejores candidatos para inocu-
lar las plantas nativas. Una fuente potencial de estos mi-
croorganismos son plantas del desierto creciendo en rocas
en ausencia de suelo, siendo ésta una de las condiciones
que inhibe el crecimiento en la mayoria de las plantas.

La evaluacién de todos los parametros del suelo en “la
isla de recursos”, bajo arboles de mezquite, donde cactus
jovenes crecen naturalmente en el desierto de Sonora, re-
vela que este suelo es rico principalmente en minerales ar-
cillosos, permitiendo ganar mas agua, obteniendo méas ni-
trégeno, fdésforo disponible y materia orgdnica en
comparacién con suelos pobres, donde dificilmente crecen
las plantas perennes.

La evaluacién de acantilados y rocas en toda Baja Cali-
fornia, muestra que varias especies de cactus y algunas es-
pecies de drboles tienen un préspero crecimiento dentro de
grandes rocas donde no hay competencia con otras especies

de plantas. El andlisis microscépico de las raices de estas
plantas mostraron que tanto el rizoplano como la parte inter-
na de las raices estan abundantemente colonizadas por bac-
terias, hongos y hongos MA. El andlisis de estas poblacio-
nes microbianas evidenciaron que la mayoria de estas
bacterias son promotoras de crecimiento de plantas, algunas
fijan nitrégeno atmosférico, algunas solubilizan fosfato in-
organico transforméndolo a ortofosfato, que es una forma
asimilable para las plantas. Muchas bacterias solubilizan ro-
cas y minerales esenciales para el crecimiento de la planta
via produccién de numerosos acidos orgdnicos; algunas de
estas bacterias producen fitohormonas. En resumen, todo el
mundo microbiano, esencial para el crecimiento de cual-
quier planta existe en las raices de estas plantas. Esta nueva
“simbiosis” permite a estas plantas un crecimiento normal
donde otras plantas no podrian crecer. En el proceso de
combinacién planta-organismo se produce nuevo suelo a
partir de las rocas a un indice acelerado.

La inoculacién de plantulas del cactus cardén gigante
con estas bacterias, frecuentemente aumenta el desarrollo
de la planta sin la necesidad de alguna fertilizacién. La
eliminacién de estas bacterias reduce significativamente el
desarrollo de la planta.

Para usar el conocimiento generado durante muchos
afios de experimentacién en laboratorio e invernadero, se
disefiaron experimentos de campo con estas bacterias (fija-
doras de nitrégeno y solubilizadoras de fosfato; (Klebsie-
lla oxytoca, Pseudomonas putida, Bacillus subtilis, B. pu-
milus, B. chitinolyticus, Citrobacter sp, Staphylococcus
gallinarum, Actinomadura oligospora y Actinobacter cal-
coaceticus), utilizadas en combinacién con hongos MA
del desierto, limitada cantidad de composta (necesaria
para simular el proceso natural de revegetacién) y minima
cantidad de agua; como modelos se usaron varias especies
de arboles de leguminosas Mezquite [Prosopis articulata],
Palo Verde [Cercidium microphylum], Palo Junco [Cerci-
dium floridum] y cactus (Pachycereus pringlei, Stenoce-
reus thurberi, Opuntia cholla). Los experimentos fueron
planeados a propésito en un drea que fue abandonada hace
aproximadamente veinticinco afios, la cual era incapaz de
sostener una revegetacion natural, debido a la alteracién
del ecosistema resultado de la destruccién de la capa su-



1 58 Caballero-Mellado et al Microbiologia agricola e interacciones microbianas con plantas

Rev Latinoam Microbiol 2006; 48 (2): 154-161

perficial del suelo y de su microbiota esencial para mante-
ner la interdependencia de plantas nativas con los micro-
organismos; la sobrevivencia de las plantas como la comu-
nidad estructural, estdn unidas inseparablemente a las
asociaciones microbianas de la raiz, por lo tanto la red de
los organismos del suelo se interrumpe o se destruye en
areas donde las plantas han sido removidas o por otros ti-
pos de estrés ambientales severos. Para contrarrestar este
efecto dafiino, fue necesario realizar replantaciones subse-
cuentes de plantas endémicas e inoculacién de microorga-
nismos benéficos mezclados con composta para controlar
la erosién del suelo y recuperar la materia orgénica capaz
de sostener las plantas. Después de dos afios y medio, la
mayoria de los drboles sobrevivieron bien y mostraron un
crecimiento vigoroso en esta area, que de otra manera con-
tinuaria deforestada.

Estos multiples afios de estudio muestran que la acumu-
lacién de conocimientos basicos junto con recursos micro-
bianos nativos del desierto, pueden ser utilizados como he-
rramientas practicas para programas de reforestacién
encaminados a reducir tanto la erosién del suelo como la
contaminacion por polvo en dreas desérticas de México.

REFERENCIAS

1. Bashan, Y., E.A. Davis, A. Carrillo-Garcia & R.G. Linderman.
2000. Assessment of VA mycorrhizal inoculum potential in rela-
tion to the establishment of cactus seedlings under mesquite nurse-
trees in the Sonoran desert. Appl. Soil Ecol. 14:165-176.

2. Bashan, Y., C.Y. Li, V.K. Lebsky, M. Moreno & L.E. de-Bas-
han. 2002. Primary colonization of volcanic rocks by plants in
arid Baja California, Mexico. Plant Biology 4:392-402.

3. Bashan, Y., A. Rojas & M.E. Puente. 1999. Improved establish-
ment and development of three cacti species inoculated with

Azospirillum brasilense transplanted into disturbed urban desert
soil. Can. J. Microbiol. 45:441-451.

4. Bashan, Y., H. Vierheilig, B.G. Salazar, & L.E. de-Bashan.
2006. Primary colonization and breakdown of igneous rocks
by endemic, succulent elephant trees (Pachycormus Discolor)
of the deserts in Baja California, Mexico. Naturwissenschaften
(publicado en linea abril 2006).

5. Carrillo, ALE., C.Y. Li, & Y. Bashan. 2002. Increased acidifica-
tion in the rhizosphere of cactus seedlings induced by Azospir-
illum brasilense. Naturwissenschaften 89:428-432.

6. Carrillo-Garcia, A., Y. Bashan & G.J. Bethlenfalvay. 2000. Re-
source-island soils and the survival of the giant cactus, cardon,
of Baja California Sur. Plant Soil 218:207-214.

7. Carrillo-Gracia, A., Y. Bashan, E. Diaz-Rivera & G. J. Bethlen-
falvay. 2000. Effects of resource - island soils, competition,
and inoculation with Azospirillum on survival and growth of
Pachycereus pringlei, the giant cactus of the Sonoran Desert.
Restoration Ecol. 8:65-73.

8. Carrillo-Garcia, A., J.-L. Leon de la Luz, Y. Bashan & G.J. Be-
thlenfalvay. 1999. Nurse plants, mycorrhizae, and plant estab-
lishment in a disturbed area of the Sonoran desert. Restoration
Ecol. 7:321-335.

9. Puente, M.-E. & Y. Bashan. 1993. Effect of inoculation with
Azospirillum brasilense strains on the germination and seedlings
growth of the giant columnar Cardon cactus (Pachycereus
pringlei). Symbiosis 15:49-60.

10. Puente, M.-E. & Y. Bashan. 1994. The desert epiphyte Tilland-
sia recurvata harbors the nitrogen-fixing bacterium Pseudomo-
nas stutzeri. Can. J. Bot. 72:406-408.

11. Puente, M.E., Y. Bashan, C.Y. Li & V.K. Lebsky. 2004. Mi-
crobial populations and activities in the rhizoplane of rock-
weathering desert plants. I. Root colonization and weathering of
igneous rocks. Plant Biology 6:629-642.

12. Puente, M.E., C.Y. Li & Y. Bashan. 2004. Microbial popula-
tions and activities in the rhizoplane of rock-weathering desert
plants. II. Growth promotion of cactus seedlings. Plant Biology
6:643-650.

13. Puente, M.E., M.C. Rodriguez-Jaramillo, C.Y. Li & Y. Bashan.
2006. Image analysis for quantification of bacterial rock
weathering. J. Microbiol. Methods 64:275-286.

Tolerancia de la micorriza arbuscular contra los metales pesados
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La micorriza es una simbiosis mutualista que se integra
entre las raices de las plantas y grupos especificos de hon-
gos del suelo. De los siete tipos existentes de micorriza, la
arbuscular (MA) es el mds comtn pues se encuentra en el
80% de las especies vegetales y en un amplio intervalo
ecoldgico. Los hongos micorrizico arbusculares (HMA)
coevolucionaron con las plantas desde la colonizacién de
los ecosistemas terrestres, por lo cual se cree que jugaron
un papel clave en este proceso. Se ha reconocido que estos
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micosimbiontes tienen una profunda influencia directa o
indirecta sobre la vida en la tierra, y son determinantes
cruciales de la biodiversidad vegetal, de la variabilidad de
los ecosistemas y de la productividad de las comunidades
vegetales. Durante el establecimiento de la MA, los HMA
incrementan la captacion de elementos minerales del suelo
(P, N) que son translocados a la planta gracias al desarrollo
extensivo de un micelio extrarradical el cual explora re-
giones inaccesibles a la raiz. En contraparte, las plantas



Caballero-Mellado et al Microbiologia agricola e interacciones microbianas con plantas 1 59

aportan a los hongos glucosa y fructosa. La contribucién
de la MA en su papel de bioproteccién concierne la reduc-
cién del dafio ocasionado por el estrés biético y abidtico,
incluyendo patégenos del suelo y contaminantes.

Los metales pesados (MP) son liberados al ambiente
como consecuencia de la mineralizacién natural de las ro-
cas, pero sobre todo debido a las actividades humanas ta-
les como la mineria, industrias diversas, combustion de
energéticos fésiles y uso de fertilizantes fosfatados. En
Meéxico la mineria es una de las principales fuentes de con-
taminacién ambiental por MP debido a la acumulacién de
desechos sélidos denominados jales; se estima que tan
sélo en el distrito minero de Real del Monte y Pachuca
existen cien mil toneladas de jales depositados como con-
secuencia de la explotacién de oro y plata. Los hongos y
las plantas estdn expuestos a la contaminacién por MP en
los suelos, pero la simbiosis micorrizica incrementa la to-
lerancia a la misma (Gildon & Tinker, 1983). A este res-
pecto, en un trabajo cldsico con plantas de trébol crecien-
do en presencia de Cd e inoculadas con el HMA Glomus
mosseae, se increment6 la produccién de biomasa, la cap-
tacién de P y decreci6 la concentracién total del MP en
los tejidos (Gildon & Tinker, 1983). Maiz micorrizado cul-
tivado en un suelo contaminado fue capaz de desarrollarse
hasta la etapa de fructificacién a diferencia de las plantas
no micorrizadas (Kaldorf ef al., 1999). El efecto protector
de la MA contra el Cd en Pisum sativum se vio reflejado en
el nivel de la actividad fotosintética (Rivera-Becerril et
al., 2002).

Varias especies de HMA pertenecientes a diferentes gé-
neros han sido aisladas de suelos contaminados mostrando
que una diversidad considerable puede existir en esos eco-
sistemas. Por ejemplo, seis especies del género Glomus
fueron aisladas de suelos a los que se habian adicionado
lodos de tratamiento conteniendo Cd y Pb, pero se obser-
v6 un decremento en el nimero total de esporas, asi como
en la riqueza y diversidad de especies flingicas cuando se
incrementaron las concentraciones de MP en el sustrato
(del Val et al., 1999). En condiciones naturales se ha visto
que el desarrollo de la MA es afectado en algunos suelos
contaminados con MP pero en otros no hay un efecto apa-
rente. Por ejemplo, en residuos mineros contaminados con
863 ug Cd g!, sélo el 35% de las raices de trébol crecien-
do naturalmente estuvieron micorrizadas, mientras que al-
tos niveles de colonizacién micorrizica fueron consisten-
temente observados en Euphorbia cyparissias y Fragaria
vesca establecidas en residuos conteniendo Zn. (Turnau,
1998). Estos resultados contrastantes pueden ser explica-
dos por el hecho de que, como para las plantas, los dife-
rentes aislados de HMA exhiben niveles variables de tole-
rancia dependiendo del metal y de su concentracién (del
Val et al., 1999).
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Se han propuesto diferentes estrategias para explicar el
efecto protector de la MA contra los MP. La primera de
ellas se atribuye al mejor estado nutricional favorecido por
las redes hifales que proveen nutrimentos del suelo a la
planta (Kaldorf et al., 1999). Empero, en un estudio desa-
rrollado con plantas de P. sativum micorrizadas y no mico-
rrizadas creciendo en presencia de Cd, las concentraciones
de P no fueron significativamente diferentes, lo que sugie-
re que la nutricién fosfatada no explica este efecto de ate-
nuacion (Rivera-Becerril ef al., 2002). Otra de las estrate-
gias se refiere a que los organismos restringen la captacion
del metal (Leyval et al., 1997). Por ejemplo, se ha reporta-
do que la glomalina, una glicoproteina insoluble produci-
da y excretada en forma abundante por las hifas de los
HMA, secuestra elementos téxicos (Gonzalez-Chavez et
al., 2004). Asimismo, las células flingicas tienen una alta
capacidad de adsorcion de metales gracias a la presencia
de grupos carboxilo, amino, hidroxilo, fosfato y sulfhidri-
lo, asi como a la quitosana y quitina. Cepas tolerantes de
HMA parecen tener una capacidad de adsorcién considera-
ble (Joner et al., 2000).

El secuestro de metales en el citoplasma fingico y ve-
getal por metalotioneinas (MT) y fitoquelatinas (FQ) se ha
propuesto como otro mecanismo posible de tolerancia en
la MA (Leyval et al., 1997). En este sentido, la acumula-
cién de transcritos de dos genes vegetales codificadores
de MTs fue cuantificada en raices micorrizadas de P. sati-
vum'y Licopersicon esculentum, respectivamente, pero la
MA no estimulé esta acumulacién (Ouziad et al., 2005;
Rivera-Becerril et al., 2005). Asimismo, recientemente fue
aislado el primer gen codificador de una MT (GmarMT]I)
en un HMA, Gigaspora margarita (Lanfranco et al.,
2002), mismo que codifica para un polipéptido funcional
capaz de conferir tolerancia contra el Cd y el Cu, por lo
que se considera que puede tener un papel relevante con-
tra el estrés por MP durante el establecimiento de la MA.
Con relacion a las FQ, estudios moleculares y bioquimicos
realizados en P. sativum y L. esculentum sugieren que esta
via de detoxificacién no juega un papel relevante en el
efecto protector de la MA contra los MP (Ouziad et al.,
2005; Rivera-Becerril et al., 2005).

El éxito del uso de las plantas para extraer metales a
partir de suelos contaminados requiere de un mejor en-
tendimiento de los mecanismos involucrados en su cap-
tacion, translocacién y acumulacién en los tejidos. La
mayoria de los trabajos con MP se han hecho con plan-
tas no micorrizicas o no han evaluado los niveles de co-
lonizacion de las mismas; esto resulta grave si conside-
ramos que el 80% de los vegetales estdn asociados con
HMA, microorganismos que pueden modificar signifi-
cativamente la respuesta vegetal contra los MP. Al res-
pecto, las herramientas moleculares comienzan a apor-
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tar conocimientos valiosos y este campo estd en creci-
miento. Asimismo, es urgente incrementar esfuerzos para
llevar a cabo el aislamiento y caracterizacién tanto de
plantas como de cepas locales de HMA tolerantes a MP,
e integrarlos en colecciones. Los aislados fiingicos ca-
racterizados podrdn ser utilizados para el estableci-
miento y supervivencia de las plantas en sitios contami-
nados por MP, asi como constituirse como herramientas
fundamentales en procesos de fitorremediacion.
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Pseudomonas syringae comprende un grupo de bacte-
rias patogenas de plantas de aproximadamente 45 pato-
vares (Young et al., 1992), incluyendo Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola la cual infecta el frijol causan-
do la enfermedad conocida como “tizén de halo”. Esta
enfermedad se caracteriza por el desarrollo de lesiones
acuosas en el sitio de infeccién, rodeadas por un halo
clorético. Entre 18-20°C, esta bacteria produce una toxi-
na inespecifica de hospedero denominada faseolotoxina,
la cual es un inhibidor reversible de la enzima ornitina
carbamoiltransferasa (OCTasa), la cual cataliza la sintesis
de citrulina a partir de ornitina y carbamoilfosfato en la
ruta de sintesis de arginina. La inhibicién de la OCTasa

causa acumulacién de ornitina y deficiencias en las po-
zas intracelulares de arginina en la célula provocando
clorosis en los tejidos (Smith & Rubery, 1982).

La faseolotoxina no sélo afecta a la OCTasa del frijol,
sino a una gran variedad de OCTasas vegetales y bacteria-
nas. En nuestro laboratorio se ha aislado y caracterizado el
gene argK que codifica a una OCTasa resistente a faseolo-
toxina (Mosqueda et al., 1990) implicada en la inmunidad
de la bacteria contra su propia toxina y el gen amtA, el
cual codifica para una amidinotransferasa (AT) que catali-
za la transferencia de un grupo amidino de la arginina a la
lisina para producir homoarginina y ornitina (Herndndez-
Guzmén & Alvarez-Morales, 2001).
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Figura 1. Esquema del fragmento cromosdmico de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola NPS3121, que contiene genes involucrados en la sintesis de

faseolotoxina.

Los genes argK y amtA se localizaron en un fragmen-
to de 270 kpb del mapa fisico de P. syringae pv. phaseo-
licola lo cual sugirié que el grupo completo de genes re-
queridos para la sintesis de faseolotoxina e inmunidad
pudieran estar agrupados en esta regién. Por otra parte,
un contenido diferente de G+C del gen argK y amtA
comparado con el resto del cromosoma de la bacteria su-
giere que estos genes pudieron ser adquiridos de manera
horizontal a partir de otro microorganismo. En muchos
casos, los genes de virulencia se encuentran en el cromo-
soma bacteriano agrupados en grandes bloques conti-
guos, estas regiones son conocidas como islas de patoge-
nicidad (IPs).

Recientemente hemos caracterizado regiones adya-
centes a los genes amtA y argK de P. syringae pv.
phaseolicola NPS3121 en busca de otros genes involu-
crados en la sintesis de esta fitotoxina. A la fecha hemos
clonado, secuenciado y caracterizado un fragmento de
alrededor de 31 kpb. En este encontramos varios marcos
de lectura abiertos (ORFs), de los cuales algunos po-
seen similitud con elementos moéviles como transposa-
sas y secuencias de insercién. Ademads se localizé un
ORF truncado con similitud al regulador transcripcio-
nal sir2 (Fig. 1). A través de un andlisis computacional
del fragmento y de fusiones transcripcionales de regio-
nes intergénicas al gen reportero uidA, hemos identifi-
cado 23 ORFs, los cuales se encuentran distribuidos en
por lo menos 5 operones. Se generaron 17 mutantes
afectadas en varios de los ORFs. Estas mutantes son in-
capaces de producir faseolotoxina, lo cual nos revela su

participacién en este proceso. El andlisis de las caracte-
risticas del fragmento como contenido de G+C (52%),
que es diferente con respecto al resto del genoma de la
bacteria y la presencia de elementos genéticos involu-
crados en transposicién y movilizacién localizados en
los limites del fragmento, sugiere que este fragmento es
una isla de patogenicidad.
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