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Resumen

Este articulo tiene por objetivo determinar las caracteristicas microbioldgicas, bioquimicas y moleculares de la
bacteria Pseudomonas oryzihabitans, la importancia que tiene en la salud publica y su competencia como agente
nosocomial. Se establecen las condiciones de sostenibilidad in vitro para proyectar su uso en diferentes areas
biotecnoldgicas como: agroambiental, particularmente como biocontrolador de larvas y promotor de crecimiento
de plantas, y en la industrial, como alternativa en la produccién de vitamina C.

La identificacion de esta especie de Pseudomonas por técnicas de biologfa molecular resulta mas complicado que
para otras, ya que de esta se encuentran reportados muy pocos genes en la base de datos del Centro Nacional
para la Informacién Biotecnoldgica NCBI. La secuencia que se ha utilizado con mayor frecuencia para identificar
esta bacteria en sus diferentes habitats es la de la subunidad ADNr 16S, codificada por el gen rrs o 16S ADNTr,
considerado un buen marcador molecular; debido a que su estructura y funcidon han permanecido constantes
durante un tiempo muy prolongado. La técnica de la PCR, resulta ser adecuada para confirmar la identificacién de
esta cepa dada su especificidad, precision y bajo costo.

Palabras Clave: biocontrolador, microorganismo, Pseudomonas oryzihabitans, rizosfera, simbiosis.

Abstract
Pseudomonas oryzihabitans: A Microorganism of Growing Scientific Interest

This article aims to determine the microbiological, biochemical and molecular characteristics of the Pseudomonas
oryzihabitans bacteria, emphasizing its importance on public health. the conditions for sustainability in vitro are
established to project its use in biotechnology areas such as agri-environment, particularly as biocontrol of larval
and plant growth promoter, and in industry as an alternative in the production of vitamin C.

The identification of this species of Pseudomonas by molecular biology techniques is more difficult than others,
as they are reported very few genes in the NCBI database. The sequence that has been used most often to identify
the bacteria in different habitats is that of the 16S rDNA subunit, encoded by the gene rrs or |6S rDNA, which is
considered a good molecular marker, because its structure and function have remained constant over a very long
time. The PCR technique proves to be adequate to confirm the identification of this strain because of its specificity,
precision and low cost.

Keywords: Biocontrol, microorganism, Pseudomonas oryzihabitans, rhizosphere, symbiosis.
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Introduccion

Los microorganismos en la biosfera, mediante
sus propios metabolismos y las interacciones con
otros organismos bidticos y abidticos, conllevan al
mantenimiento del equilibrio y a la dindmica en los
ecosistemas y a la vida misma en el planeta. En la
actualidad sélo se conoce el 10% de las bacterias de la
naturaleza, con la desventaja de que la mayoria de éstas
no son cultivables, posiblemente por los requerimientos
nutricionales y condiciones fisicoquimicas de su entorno,
las cuales no se pueden reproducir en el laboratorio, y
tampoco recrear in vitro las interrelaciones simbidticas
y antagénicas en las que ellas sobreviven (1). Las
técnicas de biologia molecular para caracterizar el ADN
microbiano son consideradas complementarias a las
técnicas microbioldgicas (2). La unién de estos métodos
permiten validar en forma mds efectiva la identificacién
microbiana, sobre todo para microorganismos que son de
dificil desarrollo in vitro (3-6).

{Pseudomonas oryzihabitans 6 Flavimonas
oryzihabitans?

El género Pseudomonas, descrito en 1894 por Migula,
comprende una gran variedad de especies clasificadas
por medio de la identificacién bioquimica tradicional
y por técnicas de hibridizacién (7-10). Actualmente es
un género que es dindmico en el nimero de especies,
dado que se han reclasificado varias de ellas provenientes
de otros géneros teniendo en cuenta el ADNr 16S
(11,12). Sin embargo, atin existen discrepancias a la
hora de nombrarlos. Pseudomonas oryzibhabitans, que
inicialmente fue denominada como Chromobacterium
typhiflavum (13), ha sido clasificada por el Centro
para el Control de Enfermedades (CDC) dentro del
subgrupo Ve-2 como Flavimonas por ser oxidasa negativa
(caracteristica bioquimica que la diferencia de las especies
de Pseudomonas). Sin embargo, Kodama en 1985 la
clasifica como Flavimonas oryzibhabitans. El nombre del
género estd dado por su etimologfa, la cual corresponde
a Flavus: amarillo y monas: unidad. La especie se
deriva de Oryza que significa arroz; y de Habitans: que
quiere decir habitan, coincidente con los numerosos
aislamientos del microorganismo a partir de cultivos de

arroz (10,13,14).
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En abril de 1997, investigadores de la Universidad de
Tokio estimaron la relacién filogenética por medio de las
secuencias ADNr 16S de Pseudomonas oryzihabitans con
respecto a 27 especies del mismo género y se encontré
homologia en el 93.9% entre Flavimonas oryzihabitans
y Pseudomonas aeruginosa; a partir de este estudio se
sugiere utilizar el nombre de Pseudomonas oryzihabitans
(15,16). Ademds, otros andlisis filogenéticos representados
en dendogramas, la han integrado por su similitud
bioquimica al grupo de la Pseudomonas fluorescens y por
la homologia entre sus secuencias la clasifican en el grupo
de Pseudomonas putida y Pseudomonas stutzeri, aunque en

la actualidad la nomenclatura Flavimonas oryzihabitans es
adn utilizada (15,17)

Habitat

Su ubicacidn en la biosfera se relaciona principalmente
con suelos, ambientes hiimedos, ecosistemas naturales
o artificiales, aunque este microorganismo se ha aislado
de lugares donde se creeria que no podria sobrevivir
como en restos de petrodleo, gasolina y formaldehidos,
entre otros, lo cual demuestra una gran adaptacién de
la bacteria a ambientes hostiles. (16,18,19). Flavimonas
oryzihabitans hace parte de las bacterias del grupo Ve-2
por sus constantes aislamientos del medio hospitalario y
de esponjas de bafio (20,21).

Este microorganismo es en particular nativo de la rizésfera
del guisante (Pisum sativum L.), la mostaza india (Brassica
juncea L.) y Galega orientalis. Se encuentra también en
plantaciones de arroz, agua estancada, desagies, acuiferos y en
agua embotellada mineral no carbonatada. Ademds, ha sido
recuperada a partir de medios de cultivo complementados
con glifosato, presentando un grado de sensibilidad a este
herbicida en concentraciones mayores de 20 mM, a la cual
se inhibe su crecimiento a pesar de proporciondrsele glucosa
como otra fuente alterna de carbono (22,23).

La Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
cuenta con una cepa de Pseudomonas oryzibabitans aislada
del agua superficial del Humedal Cintura de la cuenca del
rio San Jorge ubicado en el departamento de Cérdoba,
Colombia. Este ecosistema se encuentra localizado entre
las serranias de San Jerénimo y Ayapel, zona de bosque
himedo tropical, que en la actualidad hace parte del

inventario de la coleccién de cepas.
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Caracteristicas microbiolégicas

Pseudomonas oryzihabitans es un bacilo Gram negativo,
aerobio no fermentador, mévil por un flagelo polar, crece a
temperaturas que varfan entre 18°Ca 42°C, es oxidasa negativa
y catalasa positiva. Se cultivan bien en agar MacConkey y en
agar Cetrimide, a las 24 horas de incubacién produce colonias
circulares con aspecto liso y brillante y miden de 0.5 mm a
1 mm de didmetro. Después de 24 a 48 horas las colonias se
tornan arrugadas de color amarillo. No producen hemdlisis
en agar sangre de caballo al 5%. En agares que contienen
tirosina algunas cepas producen un pigmento café oscuro
compatible con la melanina. En el medio de cultivo King B
no presenta pigmentos fluorescentes (15-25)

Las pruebas bioquimicas para identificacién de

P orizyhabitans consisten en determinar la actividad

metabdlica a partir de un sustrato que se incorpora en
el medio de cultivo y que la bacteria al crecer lo utiliza
o no. Para realizar las pruebas bioquimicas se dispone de
multiples medios, los cuales se deben aplicar de acuerdo

a las exigencias de la bacteria, Tabla 1.

Sostenibilidad in vitro

Es preciso resaltar las condiciones éptimas para
la sostenibilidad microbiana iz vitro de esta bacteria,
debido a que en el momento de aislar las cepas éstas
pueden presentar estrés en su adaptabilidad y pueden
estar viables, pero no cultivables, posiblemente por las
condiciones en las que se aisla y se trata. En este sentido,
es importante conocer los medios que ofrecen mejores

condiciones para su sostenibilidad. Los medios de cultivo

Tabla 1. Perfil bioquimico de Pseudomonas oryzihabitans.

Prueba Reaccion

Prueba Reaccion

Oxidasa Negativa Motilidad Positiva
Catalasa Positiva Indol Negativo
Reduccion de Nitratos Negativo Ureasa Variable
Oxidacion de la glucosa Positiva Hidrolisis de la gelatina Negativa
Oxidacion de la Positiva Hidrdlisis de la amilasa Positiva
galactosa
Oxidacién del manitol Positiva Hidrolisis del acetato Positivo
Oxidacion de la xilosa Positiva Hidrdlisis del citrato Positivo
Oxidacién de la celulosa Positiva Hidrolisis de la tributirina Positiva
Oxidacién del sorbitol Positiva Hidrolisis del Tween 20 Positivo
Oxidacién de la manosa Positiva Hidrolisis del sustrato Positivo
PYR
Oxidacion del gluconato Positiva Hidrdlisis de la esculina Negativa
Digestion de la caseina Negativa Hidrolisis de la tirosina Negativa
Descarboxilacién de la Negativa Hidrolisis de la fécula Negativa
ornitina
Producion de la - Negativa Hidrolisis de la lisina Negativa
galactosidasa
DNAsa Negativa Hidrolisis del Tween 80 Negativo
Produccién de acido a partir de:
Glucosa Positiva Manitol Positiva
Xilosa Positiva Maltosa Positiva
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para recuperar especies de Pseudomonas de ambientes
acudticos son el agar recuento en placa (PCA) y agar
reduccién nutricional (R2A) (25-27). El medio adecuado
donde presenta todas sus caracteristicas macroscdpicas
relevantes como su pigmento amarillo, es el agar infusién
cerebro corazén (BHI) suplementado con 0.5% a 5% de
sangre de caballo.

En lo referente a nutrientes, este microorganismo
una vez logra su adaptacién y desarrollo en los medios
de aislamiento primario, demuestra buen crecimiento en
diferentes sustratos como glucosa, arabinosa, manitol,
glicerol, gluconato, acetato, sucinato, citrato, malato
y lactato. Esto evidencia la asimilacién de diferentes
sustratos como fuente de carbono, aspecto que cobra
importancia en relacién con la quimiotaxis que presenta
esta bacteria en la afinidad por alcanos puros como el
hexadecan (23,24,26).

Patégeno intrahospitalario

Pseudomonas oryzibabitans es reconocida como
patégeno nosocomial, asociada a infecciones en una
gran variedad de pacientes. Se ha aislado de pacientes
pedidtricos que reciben ventilacién mecdnica y en este caso
se ha identificado como del grupo Ve-2 por el CDC (28).
En nifos con cdncer que tienen catéteres, en los cuales
se presentaron bacteremias (29), al igual que en los que
presentan erupcién papular hemorragica (30). En pacientes
geridtricos e inmunocomprometidos con enfermedades de
base como: neoplasias, leucemias, patologias renales y VIH
positivos, también se ha identificado el microorganismo,
s6lo o asociado a otros, siendo causa de bacteremia, en
estos casos se observa como caracteristica comun, el uso
de catéteres (31,32).

También se ha encontrado en pacientes con equipos
para terapia respiratoria, implantacién de sondas,
dispositivos para didlisis peritoneal y esponjas de bano,
en los cuales se ha reportado como causa de bacteriemias
y septicemias (33). De igual manera, se asocia con
endocarditis, neumonfas, infecciones de heridas y
meningitis, especialmente en pacientes sometidos a
neurocirugia; Peritonitis en pacientes sometidos a didlisis
peritoneal ambulatorias sobre todo cuando llevan largo
tiempo (34-36), y sinusitis tras la realizacién de examen

endoscépico de fibra 6ptica en senos nasales (37).
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Tras la realizacién de antibiogramas por la técnica de
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI), el tratamiento
recomendado ha consistido en la administracién de
aminoglucésidos, quinolonas, cefalosporinas de tercera
y cuarta generacién como tazobactam, imipenem y
aztreonam. Debido a que la susceptibilidad a otros agentes
antimicrobianos es variable y a la misma versatilidad
genética de la bacteria; se aconseja administrar ciprofloxacin
como agente de eleccién para el tratamiento de infecciones
por P oryzihabitans (31,32). Se ha reportado que las cepas
aisladas de un acuifero en Francia son sensibles también

a penicilinas y aminoglucosidos (21).

Importancia en salud pUblica

Pseudomonas oryzihabitans se ha asociado a enfermedades
de importancia en salud publica, que debido a sus
condiciones puede generar emergencias en situaciones
especificas de tipo ambiental o estacionaria, como
precipitaciones, escorrentias, salidas de aguas subterrdneas
e inundaciones con asocio de material de particulas
suspendidas, las cuales facilitan al microorganismo el
desarrollo de biofilm, que le confiere mayor virulencia.
Este aspecto hizo necesario considerar otros métodos de
desinfeccién como la radiacién UV y la ozonizacién, entre
otros métodos de potabilizacién, diferentes al proceso de
cloracién para la purificacién del agua (16,19).

Otro factor por el cual Pseudomonas oryzihabitans
se presenta con periodicidad asociado a infecciones en
ciertas comunidades se relaciona con la infraestructura en
servicios publicos con que se cuente, ya que en paises en
via de desarrollo es frecuente su irrupcién en los brotes
infecciosos que se presentan (19). La sociedad moderna por
razones sanitarias demanda agua mineral embotellada, que
se comercializa con gran aceptacién en todo el mundo. Con
respecto a este tipo de agua se deben considerar también
ciertos factores que pueden conllevar a la produccién de
infeccién: el primero es que contiene flora microbiana
autdctona proveniente del acuifero de donde se recolecta,
y que se considera de bajo riesgo para la salud. El segundo
factor es el relacionado con la contaminacién del acuifero
durante el procesamiento o embotellamiento.

Como consecuencia de lo anotado anteriormente
se hace necesario la recoleccién, andlisis y obtencion de

datos cuantitativos sobre las poblaciones de especies de
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Pseudomonas y bacterias relacionadas de agua mineral
embotellada, como fue demostrado en un estudio realizado
en Australia en el afno 1998 (38). En éste estudio se
utilizaron ochenta muestras de 16 marcas de agua mineral
no carbonatadas provenientes de varios paises que incluyeron
Francia, Grecia, Australia e Indonesia, donde se encontré
que el 64% de las muestras tenian Peudomonas spp. como
bacteria predominante de la microflora del agua. A partir
de este estudio se cree que estos microorganismos tienen la
capacidad para sobrevivir y crecer en ecosistemas acudticos
con contenidos bajos de nutrientes.

Pseudomonas oryzibabitans se aislé sélo de la marca
Corella Springs proveniente de Australia. Estos resultados
llevan a considerar que existen factores que afectan la
composicién de la flora bacteriana como son: la geologia
del acuifero y sus caracteristicas quimicas, la tecnologia
que se emplea para la extraccion de este recurso hidrico, el
tipo y tamano del envase, el método de almacenamiento
después de embotellado y la fecha de vencimiento del
agua. Los patégenos oportunistas que se aislaron en el
estudio fueron P aeruginosa, X. maltophilia, B. cepacia 'y
M. mesophilicum (38).

Identificacién molecular y caracteristicas
genéticas

La caracterizacion de genes por técnicas de biologia
molecular juega un papel muy importante en la validacién
de la identificacién microbiana y ofrece ventajas en
precision y tiempo, en comparaciéon con otras técnicas.
Para el caso de Pseudomonas oryzihabitans, se encuentran
reportados muy pocos genes en la base de datos del NCBI,
y de estos solo se encuentra la secuencia completa del gen
que codifica para la regiéon ADNr 168, que es utilizado
ampliamente en diferentes partes del mundo para la
identificacién de esta bacteria (10,39).

El ribosoma bacteriano estd formado por dos
subunidades, la grande de 50S y la pequena 30S, cada una
de éstas se encuentra compuesta por proteinas ribosémicas
y moléculas de ARNr especificas. La subunidad 30S
contiene el ARNr 16S y 21 proteinas numeradas desde
S1 hasta S21, mientras que la subunidad 50S contiene
los ARNr 5S y 23S asi como las 34 proteinas designadas
con la letra L (3,4). Los genes que codifican estos

ARN ribosomales estén organizados en operones, que

corresponden a un conjunto de genes que se transcriben
a partir de la misma regién promotora, asi cada operén
contiene genes para los ARNr 23 S (rrl), 16S (rrs) y 55
(rrf), que estdn separados por regiones intergénicas o
separadoras que poseen genes para ARN de transferencia
(ARNY) (14,16,24).

EIARNIr 168 estd codificado por el gen rrs, denominado
también ADNr 16S. Es considerado un buen marcador
molecular, a pesar de cambiar muy lentamente durante su
proceso evolutivo; debido a que su estructura y funcién
han permanecido constantes durante un tiempo muy
prolongado. La cantidad de copias del operén ribosémico
por genoma bacteriano varfa considerablemente, de 1 a
15, siendo relativamente constante a nivel de especie,
de género e incluso de familia. Se ha considerado esta
secuencia como una herramienta util para la clasificacién,
la taxonomia y la filogenia bacteriana (8,40,41).

Se ha propuesto que los procariotas cuyo ADNr
16S tenga un 97% o mds de secuencias idénticas es
muy probable que pertenezcan a la misma especie.
Este argumento cobra gran importancia a la hora de
identificar Pseudomonas oryzihabitans debido al alto grado
de conservacién, ya que las secuencias de este y de otros
genes son muy semejantes entre Pseudomonas oryzihabitans
y Pseudomonas putida, pero que divergen en cuanto a la
expresién fenotipica (3,4,6). Por otra parte, como lo
reporta la literatura, la mejor técnica es la PCR, debido a su
simplicidad y bajos costos, aunque tenga el inconveniente
de la baja reproducibilidad entre diferentes laboratorios. El
problema se puede disminuir al realizar los experimentos
en el mismo laboratorio y trabajando bajo condiciones

estandarizadas (4,24,40,41).

Aplicaciones biotecnolégicas

Una vez identificada la bacteria y conservada en las
mejores condiciones, lo que se busca es aprovechar sus
caracteristicas metabdlicas y de interaccién con otros
organismos para explotar en condiciones controladas
su potencial biotecnolégico en diferentes dreas como la

agroambiental o la industrial.

Produccién de vitamina C
La vitamina C es un derivado de una hexosa, sintetizada

por las plantas a partir de la glucosa y la galactosa. El ser
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humano y algunas especies animales carecen de las enzimas
capaces de catalizar la conversién de la glucosa en vitamina
C (4cido L-ascérbico), por lo que requiere ser ingerida en
la dieta. El 2,5-Diketo-D-Gluconato es un compuesto
intermediario para la sintesis de vitamina C, que se puede
obtener por un proceso de transformacién microbiana
a partir de la glucosa, las bacterias comprometidas
en este proceso como Pseudomonas oryzihabitans y
Pseudomonas cepacia son aisladas del suelo y de las frutas
en descomposicion. Se ha demostrado que estas bacterias
individualmente no tienen funcionalidad, es asi como
en el proceso de produccién de la vitamina las cepas se
disponen en un cultivo mixto (42).

En el primer paso la D-glucosa es convertidaa 2 DKG
(2-ceto-D-gluconato) por Pseudomonas oryzibabitans,
después de 48 horas cuando la biomasa alcanza el méximo,
el caldo se mezcla con un volumen igual de Pseudomonas
cepacia de 24 horas de crecimiento con una concentracién
al 1% (w/v) de glucosa. Luego el 2,5 DKG se comienza
a producir, llegando a acumular el médximo después de
96 horas. Adn se desconocen las enzimas responsables de
esta reaccion, se cree que es accion de diferentes complejos
enzimdticos.

El dltimo paso de la reaccidon estd descrito en base
a muchas investigaciones, debido a que la actividad
metabdlica de P cepacia en combinacién con otros 2 DKG
o diferentes sustratos, presenta la nueva posibilidad de
la produccién de dcido ascérbico. Lo que constituye un
proceso de produccién que ademds de emplear tecnologias
limpias, hace mds rentable el negocio ya que se ahorra
tiempo de produccién de la vitamina C, producto que
ha tenido un consumo de mds de 80000 toneladas en
los dltimos 10 afos (42). La vitamina C es un derivado
de una hexosa, en el caso de la sintesis de ésta por este
microorganismo se realiza a partir de la glucosa y la
galactosa, como fuentes de carbono y mediante la enzima
la l-gulonolactona oxidasa que es capaz de catalizar la

conversién de la glucosa en vitamina C.

Biocontrol

El nematodo Globodera rostochiensis afecta los cultivos de
papa Solanum spp. alrededor de todo el mundo. En 1941 en
Norteamérica se cred la cuarentena federal conocida como

la ley del nematodo de oro, en la cual se buscaba prevenir
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su propagacién. Cuando el suelo alcanza temperaturas
superiores a 10°C los huevos eclosionan y se hace presente
la segunda etapa joven, la cual se dirige hacia las raices de
la planta huésped, luego se somete a tres mudas mds para
convertirse en adulto que se reproducird sexualmente; este
nematodo puede sobrevivir por mds de treinta afos en
forma de quiste, lo cual dificulta su erradicacién y hace més
dristicas las pérdidas econdmicas. Entre las alternativas de
solucién empleadas; el uso de plaguicidas resulta ser la més
mencionada, aunque se conozca su efecto fitot6xico y biocida
especialmente en la microdiversidad nativa, problemdtica
que puede ser suprimida gracias a la implementacién de
controladores bioldgicos como Pseudomonas oryzihabitans,
bacteria capaz de colonizar las raices de la papa en las cuales
probablemente produce metabolitos secundarios que acttian
contra el estadio juvenil 2 de este nematodo (26,43).
Andreoglou y colaboradores realizaron el anilisis
in vitro de los factores fisico quimicos (temperatura y
humedad), en términos del potencial Matric (fuerza o
presién necesaria para mover el agua verticalmente en
la rizésfera) y hallaron que P oryzihabitans ejerce un
control sobre el estadio juvenil 2 de Globodera rostochiensis
en las raices de la papa. Los resultados demuestran que
se necesitan temperaturas entre 21°C y 25°C y de un
potencial matric de -0.03 MPa, para que Pseudomonas
oryzihabitans se mueva répidamente en suelos himedos en
los cuales crecen las plantas Solanum spp. y de esta forma
se realice el control con éxito del nematodo. Los autores
recomiendan realizar mds investigaciones que permitan
esclarecer la ecologia de este biocontrolador en referencia a
la comunidad microbiana de la que hace parte, asi como el
efecto de otros factores como el pH, relaciones simbidticas,
textura del suelo entre otros que condicionan el proceso de
control bioldgico, especialmente en paises de produccién

agricola de tipo tropical y/o subtropical (44).

Promotor de crecimiento en plantas

Las rizobacterias, promotoras del crecimiento de las
plantas (PGPR), contienen la enzima 1-Aminocyclopropano-
1-carboxilato deaminasa (ACC), que hidroliza, entre otros
al precursor inmediato de la hormona de etileno que al
acumularse en las raices inhibe el crecimiento de la planta,
el ACC hidrolisa este precursor en 0O.-cetobutirato y amonio,

que es utilizado por las bacterias como fuente de nitrégeno.
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Pseudomonas oryzihabitans, aislada de las raices del guisante
Pisum sativum'y de la mostaza india Brassica juncea, registr6
una de las mds altas actividades de la ACC deaminasa,
en términos de la cantidad de amonio producido, la cual
fue de 890 nmoles de NH4 mg-1 por hora y demostré
su capacidad para solubilizar activamente los fosfatos
Ca3(PO4)2, FePO4, y C6H16024P6Ca (45,46).

Ademds, se inocularon consorcios que contenfan esta
bacteria en diferentes suelos y lodos de un sistema de
tratamiento de aguas residuales municipales provenientes
de San Petersburgo, Rusia, que tenfan altas concentraciones
de metales pesados, para inducir las condiciones de estrés
en las plantas que posteriormente fueron cultivadas. Frente
a tales factores las plantas produjeron etileno, que fue
hidrolizado por estas PGPRs con la consecuente elongacién
de las raices. Lo cual indica que esta bacteria es capaz de
inhibir la produccién de etileno en la planta sometida a
condiciones desfavorables, en este caso las causadas por la
exposicién a metales pesados, permitiendo de esta forma
la elongacién de sus raices y el mejor aprovechamiento
de los nutrientes en la rizésfera, consolidindose como
una buena alternativa de solucién al ser empleada para la
mejora del crecimiento de las plantas, especialmente bajo
condiciones ambientales desventajosas (46).

Sajjad y colaboradores, identificaron una bacteria
aislada de la riz6sfera de la hierba kallar, con capacidad para
fijar nitrégeno que favorecian el crecimiento de las plantas,
probablemente por la produccién de una fitohormona,
la bacteria fue identificada como Pseudomonas spp. por
RR (gen 16S del RNA ribosomal), en asocio con otras
bacterias entre las cuales la mds importante pertenece al

género Azospirillum (47).

Biodegradacién del tolueno

Los compuestos tdéxicos usados con mds frecuencia
son los plaguicidas, los cuales en muchos casos resultan
ser muy tdéxicos, aunque constituyen una adecuada
fuente de carbono y donadores de electrones para ciertos
microorganismos del suelo.

En el 2005 Jussila y colaboradores determinaron la
diversidad genética de las bacterias cultivables de la rizésfera
de Galega orientalis contaminada con aceite e hidrocarburos.
Puesto que se ha visto que en la relacién simbidtica, las

raices de la planta no sélo sirven como suministro de

aminodcidos, de hidratos de carbono y de dcidos organicos
para las rizobacterias, sino que también pueden ayudarlas a
degradar productos quimicos y orgdnicos téxicos al permitir
la liberacién de fosfolipidos tensoactivos que modifican las
propiedades fisicas y quimicas del contaminante, por ende,
mejoran la biodisponibilidad. También se ha visto que los
exudados de las raices pueden crear condiciones favorables
para la simbiosis (18,48).

La identificacion de este microcosmos se realizé por
métodos cldsicos y moleculares como secuencia repetitiva
basada en reaccién de cadena polimerasa (rep-PCR) y por
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién
(RFLP), encontrando cuatro grandes linajes bacterianos:
Gram positivos: Rhodococcus, Bacillus y Arthrobacter y
Gram negativas: Pseudomonas. En el estudio se obtuvo tan
s6lo una cepa de Pseudomonas oryzihabitans (H2397) que
fue catecol positivo, es decir, que posee la enzima catecol
2,3-dioxigenasa, codificada por pldsmidos tipo TOL,
caracteristica demostrada indirectamente al dejar caer 500
mm de catecol a las colonias cultivadas en agar extracto
de levadura, si en pocos segundos se tornan amarillas, la
prueba es positiva debido a la conversién de la catecol a
2- semialdehido hydroximuconico. Se demostré que esta
cepa fue capaz de degradar el m-Tolueno de una manera
eficiente, al crecer en un medio que contenia 13 g/L de
este hidrocarburo monoaromadtico (48).

De igual forma se obtuvieron otras cepas de Pseudomonas
oryzihabitans que a pesar de ser catecol negativas, fueron
capaces de utilizar m-Tolueno como unica fuente de
carbono en altas concentraciones en un rango que varia de
7a13 g/Lylo mds probable es que alberguen un pldsmido
TOL, que les confiera ésta caracteristica metabdlica.
Esto demuestra las presiones de seleccién a la que son
sometidas en la rizésfera, permitiendo la generacién
de cepas de Pseudomonas oryzihabitans con diferentes
capacidades catabdlicas en el proceso de la biodegradacion
del m-Tolueno (48).

Existe el reporte parcial de la secuencia del gen xyl
ubicados en los plismidos TOL que estdn estrechamente
relacionados entre las especies de Pseudomonas con
capacidad para metabolizar hidrocarburos y que codifican
para las enzimas responsables de la composicién de
monocromiticos, entre ellas la catecol 2,3-dioxygenasas
(C230), encargada de la ruptura del catecol (producto de
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la reaccién catalizada por las dioxigenasas), el cual contiene
sustituyentes hidroxilos en dos carbonos adyacentes (48).

La mayoria de los pldsmidos TOL identificados en
algunas Pseudomonas oryzibabitans han demostrado una
gran homologia de secuencia de ADN al arquetipo pWW0
que se descubrié inicialmente en la cepa P putida mt-2
aislada en el Jap6én en 1950. Dicho pldsmido también fue
identificado en una de las cinco cepas de Pseudomonas
oryzihabitans, el cual se cree que fue producto de la
conjugacién realizada con la cepa P putida PaW85, en
la rizésfera de la planta Galega orientalis. Lo anterior
demuestra que la conjugacién para el paso de informacién
genética especifica puede ser un mecanismo intrinseco de
las bacterias en la rizdsfera para aumentar sus posibilidades
de sobrevivir en suelos contaminados con petréleo.

Otro tipo de plismido TOL el pKD1 fue identificado
en dos cepas, una de las hipdtesis que manejan los
investigadores es que estas cepas tienen dos operones para
el gen C230, uno de ellos homdélogo al gen arquotipo
xylE, y la otra hipétesis es que contienen dos pldsmidos
pWWO y el pDKI1. Las demds cepas fueron capaces de
degradar el m-tolueno, pero no se demostré que alberguen
ningtn tipo de plidsmido TOL que le confiera dichas
caracteristicas metabdlicas. De acuerdo con los resultados
del estudio se plantea la posibilidad de utilizar Pseudomonas
oryzihabitans en procesos de biorremediacién de ambientes

contaminados con este tipo de xenobidtico (48).

Biodegradaciéon de pesticidas organoclorados
Debido al uso prolongado e irresponsable de pesticidas
organoclorados por varias décadas, el mundo afronta hoy
un problema de contaminacién de agua, de suelo y de aire
que repercute directamente en la salud publica. Debido a
la composicién quimica de estos insecticidas se generan
interrogantes al momento de tomar decisiones sobre su
degradacion, ya que no hay claridad si en este proceso lo
mejor es metabolizarlos a productos clorinados. Como
se observa en la biodegradacién aerébica del endosulfin
que a menudo da lugar a la formacién de un téxico
denominado sulfato de endosulfédn, que provoca efectos
de tipo hematoldgicos, nefrotéxicos y neurotdxicos que
conllevan a afecciones fisicas congénitas, a retrasos mentales
y a la muerte. Sin embargo, la biodegradacién anaerébica

se viene considerando como otra alternativa de solucién,
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proceso que permite mayor disponibilidad de aceptores y
donadores de electrones, facilitando el ataque microbiano al
compuesto téxico bajo condiciones de reduccién (48).

La gran demanda de consumo de café en el planeta, ha
incentivado el desarrollo de investigaciones en diferentes
dreas con el objetivo de mejorar su produccién, su calidad y
estabilizar los precios. Una de estas se realizé en México, en
la cual investigadores lograron corroborar la accién de estas
bacterias sobre los organoclorados, mediante el aislamiento de
cepas de Peudomonas oryzibabitansy Pseudomonas aeruginosa
de los micronichos creados en la estructura porosa de los
granos de café, cepas que han demostrado la capacidad de
degradar pesticidas como el DDT (1,1,1-Tricloro-2,2-bis
(4-clorofenil)-etanol) a productos como 1,1-Dicloro-
2,2’-bis (4-Clorofenil)etileno (DDE), 1-Cloro-2,2-bis
(4-Clorofenil) etano (DDMU) y 2,2’-Bis (p-Clorofenil)
etanol (DDOH). Estas cepas fueron evaluadas por técnicas de
enriquecimiento utilizando pentacloronitrobenzeno (PCNB),
un organoclorado inhibidor de hongos, como inductor de la
degradacién de pesticidas (49).

En el proceso se observé que las particulas de café son un
soporte natural el cual permite el crecimiento bacteriano,
por la alta cantidad de carbono y otros nutrientes, asi que
los granos de café defectuosos pueden ser usados como
soporte y fuente de alimento para la biodegradacién de
pesticidas organoclorados, favorecido por el ambiente
microaerdfilo en el cual es posible producir reacciones
reductoras que facilitan la degradacién de compuestos
téxicos (49).

Para finalizar, y teniendo en cuenta esta revisién
es importante anotar que a pesar de emplearse en la
actualidad el nombre Flavimonas oryzihabitans, desde
1997 se ha descrito por medio de andlisis filogenéticos de
las secuencias ADNr 16S, que el nombre mds propicio
a utilizar es Pseudomonas oryzihabitans. La técnica més
adecuada para identificar esta bacteria en sus diferentes
habitats es la PCR, debido a la rdpida confirmacion de los
productos amplificados. El éxito de esta técnica depende
de la especificidad de los primers utilizados.

El gen ADNIr 168, se constituye como un buen marcador
molecular, debido a que se ha mantenido uniforme a lo
largo de la evolucién. Ademis, es el gen con el que mds
se ha trabajado para identificar Pseudomonas oryzibabitans

(3,6,11). En los dltimos anos este microorganismo ha
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cobrado gran importancia en las investigaciones clinicas

ya que Gltimamente esta asociado a diversas patologias de

tipo nosocomial que comprometen la salud de pacientes

inmunosuprimidos por multiples razones. No sélo se trata

de identificar un microorganismo, sino darle importancia

a la conservacién de los microorganismos nativos con

el fin de aprovechar, tanto el metabolismo como otras

propiedades gra la aplicacién en procesos biotecnoldgicos

(50).
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