El nacimiento de una sociedad
ace millones de afios, al aparecer las plantas
en nuestro planeta, se presentd para los mi-
croorganismos una espléndida oportunidad.
Las raices de las plantas y el suelo bajo su in-
fluencia (habitat llamado rizosfera) representaba para
las bacterias un nuevo nicho que aprovechar, una fuen-
te inagotable de sustancias exudadas por las raices: ami-
nod4cidos, protefnas y enzimas, azicares, dcidos orgdni-
cos y vitaminas, entre otros. Estas sustancias, llamadas
exudados radicales, podfan ser utilizadas por las bacte-
rias como fuentes de energfa o carbono, o como com-
plemento nutricional. Y las bacterias, ;qué podian dar
a cambio de recibir tantas cosas buenas? Ellas podrian
ofrecer a las plantas antibiéticos u otras sustancias téxi-
cas que inhiben el crecimiento de organismos patége-
nos; podrian brindar a la planta nitrégeno a través de
la fijacién de este gas atmosférico (conversién de ni-
trégeno gaseoso en amonio), hierro, hormonas vegeta-
les (fitohormonas); podrian ayudarlas a asimilar el fos-
fato del suelo, etcétera (véase Cuadro 1).

Cuadro 1.

Curiosamente, se ha demostrado que la coloniza-

cién de raices por bacterias induce la exudacién de sus-
tancias por parte de la planta. Por ejemplo, algunos
cereales llegan a exudar hasta un 30 por ciento de sus
productos de la fotosintesis. ;Puede darse el lujo la plan-
ta de ser tan altruista y brindar a las bacterias charolas
repletas de alimento sin esperar nada a cambio? Segu-
ramente esa energia es una inversién sabia, ya que las
bacterias les corresponden prédigamente. Dicho de otra
manera, es posible que tanto la planta como las bac-
terias reciban grandes beneficios al asociarse, y que
esto haya permitido que la evolucién favoreciera los
mecanismos que promueven la exudacién por parte de
la planta.

El estudio de bacterias benéficas en plantas se ini-
ci6 en 1886 con el descubrimiento de los rizobios sim-
biontes, bacterias que se asocian a raices de legumino-
sas, y que viven dentro de unos 6rganos que semejan
pequefios tumores llamados nédulos; ahf, las bacterias
se dedican a fijar nitrégeno atmosférico y se lo ofrecen
a la planta. A cambio del nitrégeno, las bacterias reci-

Fijan N, (reducen N, a NH.)

Solubilizan fosfato inorganico u organico

Sintetizan sideroforos (moléculas que atrapan hierro)

Producen antibidticos u otras sustancias que inhiben patégenos

Producen fitohormonas

Inducen en la planta resistencia a patégenos

Disminuyen la concentracién de etileno dentro de la planta
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ben comida por parte de la planta en forma de 4cidos
dicarboxilicos.

Después se descubrié otro grupo de bacterias bené-
ficas en plantas que también viven asociadas a las rai-
ces, pero no dentro de nédulos. Algunas se adhieren a
las raices produciendo algin tipo de material fibrilar o
mucilago, mientras que otras viven libremente dentro
de los tejidos vegetales. Este grupo de bacterias, llama-
das promotoras del crecimiento vegetal, BPCV, benefician
a las plantas a través de mecanismos muy diversos. El
grupo incluye a los rizobios no simbiontes (Tabla 1).

Lenguaje quimico

Imaginémonos a la rizosfera como una fuente de

elixir al cual no todas las bacterias tienen acceso.

Deber4 existir entonces, entre las bacterias que ha-
bitan la rizosfera, una estrecha competencia por ocu-
par ese deseado hébitat. ;Qué factores pudieran darle a
una bacteria ventajas sobre otras? Entre otros, su capa-
cidad de adhesién a las raices, de formar estructuras de
resistencia bajo condiciones adversas (quistes, esporas),
de fabricar sustancias que inhiban el crecimiento de
otras bacterias u hongos, su capacidad de utilizar a los
exudados radicales como fuentes de carbono, su habi-
lidad para interactuar y colaborar con sus compafieras
de la rizosfera, etcétera. ;Participa la planta en la deci-
sién de cudles bacterias ocupardn sus raices! Se ha

visto que si: la pareja planta-bacteria se comunica a

Nodulos en las raices de soja, conteniendo miles de millones

de bacterias. http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen:Soybean-

root-nodules.jpg

I La comunicacién entre bacterias y plantas ‘

través de un fascinante y complejo lenguaje que ape-
nas empezamos a descifrar.

/Qué tipo de moléculas son utilizadas por las plantas
y las bacterias para comunicarse? Las leguminosas, por
ejemplo, seducen a los rizobios simbiontes exudando
compuestos fenélicos del tipo de los flavonoides, que
s6lo estos rizobios pueden reconocer. Estos flavonoi-
des interactian con una proteina activadora de trans-
cripcién llamada NodD, que induce la expresién de un
grupo de genes llamados nod, que como su nombre su-
giere conllevan a la formacién de nédulos (Figura 1).
Los genes nod permiten la fabricacién de unos com-
puestos llamados factores de nodulacién (carbohidratos
con actividad fitohormonal), los cuales al ser reco-
nocidos por la planta activan la divisién celular de la
corteza, asi como la deformacién de los pelos que se
encuentran en la superficie de la raiz. Al deformar-
se los pelos radicales se crea una especie de gancho que
atrapa a las bacterias, permitiendo que éstas penetren
a las raices. Se cree que con la intervencién de otros
compuestos producidos tanto por las bacterias como
por las plantas se induce la formacién del hilo de infec-
cién, que actida como un corredor y permite a los rizo-
bios invadir capas mds profundas de la rafz, lo cual
lleva a la maduracién del nédulo (Figura 1).

Es muy interesante notar que en algunos rizobios
simbiontes las sefiales de comunicacién entre la bacte-
ria y la planta pueden ser muy especificas: una pareja
rizobio-leguminosa puede manejar un lenguaje muy
propio que sélo esa pareja conoce. Sin embargo, hay
muchos ejemplos de rizobios “promiscuos” que se aso-
cian a dos o méas géneros de leguminosas.

Se cree que la especificidad de los rizobios en cuan-
to a su planta hospedera surgié como una adaptacién
a determinadas condiciones ambientales, o debido a la
competencia por los recursos entre los mismos rizo-
bios. Asi nacié un complejo lenguaje quimico que
coordina fina y elegantemente la relacién entre el sim-

bionte rizobio y la leguminosa.

Un lenguaje dificil de descifrar

El lenguaje que utilizan las bacterias promotoras
del crecimiento vegetal ha sido mas dificil de des-
cifrar que el utilizado por los rizobios simbiontes.
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Figura 1. Esquema de comunicacién quimica entre leguminosas y rizobios simbiontes: las plantas seducen a los rizobios exudando flavonoi-

des. Estos activan en la bacteria la expresién de factores de nodulacién, los cuales al ser reconocidos por la planta activan la divisién celu-

lar de la corteza, asi como la deformacién de los pelos radicales, creando una especie de gancho que atrapa a las bacterias, permitiéndoles

penetrar a las raices. Junto con otros compuestos de origen bacteriano y vegetal, se induce la formacién del hilo de infecciéon, que actda

como un corredor y permite a los rizobios invadir capas mas profundas de la raiz terminando con la maduracién del nédulo.

{Por qué? En el caso de las leguminosas, la formacién
de nédulos y de ganchos en los pelos radicales son
indicativos de que el rizobio y la planta se est4dn enten-
diendo, ya que si no se forman estas estructuras sig-
nifica que no hay comunicacién ni transmisién del
mensaje. Esto permite al investigador descifrar cua-
les moléculas conforman el lenguaje de sefializacion.

Por ejemplo, si el investigador sospecha que un po-
lisac4rido induce la deformacién del pelo radical, puede
agregar el polisacdrido y monitorear por microscopia la
formacién del gancho. Sin embargo, en bacterias libres
no simbidticas, no existen, o no se han detectado,
cambios en la planta que indiquen que estd habiendo

74 ciencia - abriljunio 2008

sefializacién. Afortunadamente, con los avances de la
ingenierfa genética se pueden realizar estudios que nos
indican cudles genes se activan al interactuar la plan-
ta con la bacteria. Estos estudios empiezan a revelar
que entre las plantas y las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal existe también un lenguaje dina-
mico y complejo.

Los exudados radicales:

un coctel de sefiales quimicas

Las pseudomonas son un grupo importante de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal que



pueden promover el crecimiento de plantas
y protegerlas de patégenos. Por ejemplo, en
Pseudomonas fluorescens, bacteria que protege
a plantas de betabel del hongo patégeno
Pythium ultimum, algunos genes se expresan
en niveles altos cuando la bacteria coloniza
la rizosfera. Algunos son altamente simila-
res a otros genes relacionados con procesos
de adquisicién de nutrientes, como la absor-
cién de aminogcidos o degradacién de la xi-
losa, un azdcar simple presente en exudados.
Otros genes que se indujeron cuando la bacteria colo-
nizé la rizosfera estan relacionados con la respuesta al
estrés: uno de ellos en la proteccién contra dafio oxi-
dativo (radicales de su peréxido e hidroxilo producidos
por otras bacterias de la rizosfera), y otro con resisten-
cia al cobre, el cual puede ser t6xico. Otro gen cuya
expresion se elevé estd involucrado en la secrecién de
proteinas y su exportacién a las células vegetales.

Se cree que la activacién de estos genes mejora el
desempefio de la bacteria en la rizosfera. Se desconocen
las sefiales que activan la expresién de estos genes, pero
podrian ser moléculas presentes en los exudados.

La prolina, amino4cido muy abundante en exuda-
dos del maiz, activa la expresion de los genes put en
la bacteria promotora del crecimiento vegetal Pseu-
domonas putida. Estos genes son importantes para la
bacteria, porque le permiten utilizar la pro-
lina. Es probable que la habilidad para uti-
lizar este aminodcido le confiera ventaja a
P. putida sobre otras bacterias para colonizar
las raices.

Parece entonces que en las bacterias pro-
motoras del crecimiento vegetal ciertas sus-
tancias presentes en los exudados radicales
actdan como moléculas de sefializacién, que
activan la expresién de aquellos genes que
les confieren mejor desempefio en la rizosfe-
ra. Es interesante comentar que hay pseudo-
monas productoras de sustancias anti-hon-
gos que logran que la planta le dé raciones
extra de aminodcidos: la fenazina y el DAPG
(diacetilfluoroglucinol), producidos por al-
gunas pseudomonas, inducen la exudacién
de aminodcidos por raices de alfalfa.

. La comunicacién entre bacterias y plantas ‘

Es claro que las bacterias y plantas, antes de
prometerse amor eterno, se cortejan; solo si la relacion
es mutuamente benéfica trasciende, forjandose

de mecanismos de reconocimiento y colaboracion
mutua. Algin dia conoceremos tan bien el lenguaje
bacteria-planta que sabremos cémo convencerlas

de asociarse y ayudarse.

En nuestro grupo de investigacién trabajamos con
mangle, y hemos encontrado que estas plantas exudan
una gran variedad de 4cidos orgdnicos, ademds de
moléculas sefial como vanilato, siringato y protocate-
cuato. Desconocemos si estas moléculas inducen la
expresion de genes en bacterias que viven en las raices
de esta planta.

Técnicas utiles

(Qué técnicas son dtiles para descifrar el lenguaje

entre bacterias promotoras del crecimiento vegetal

y plantas? Se puede utilizar algin tipo de “gen
reportero”, cuya expresion se detecte a simple vista o
utilizando un aparato. Ejemplos de genes reporteros
son el gfp, que codifica para la proteina verde fluores-
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cente, y hace que la célula brille; el gen lacZ, que co-
difica para la enzima beta-galactosidasa, la cual al
degradar el colorante x-gal pinta la célula de azul; y el
operén luxCDABE, que otorga luminiscencia. Los in-
vestigadores reemplazan la regién promotora nativa
del gen de interés con la regién promotora del gen
reportero, o sea del gen que se sospecha pudiera acti-
varse por los exudados radicales (Figura 2; la regién
promotora es la que permite que un gen se active).
Una vez que se ha logrado fusionar el gen reportero
con la regién promotora del gen, se transfiere a la bac-
teria Escherichia coli. Si al cultivar la bacteria y agregar
los exudados radicales, ésta presenta fluorescencia (en
caso de haber utilizado el gen gfp), ello significa que la
regién promotora de nuestro gen de interés respondié
a los exudados, lo cual activé al gen reportero. Existe
una correlacién entre la fluorescencia y la concentra-
cién de la proteina GFP, por lo que se pueden agregar
los exudados en diferentes concentraciones y determi-
nar el intervalo de concentracién que logra la activa-
cién del gen.

Otra elegante manera de dilucidar el lenguaje
entre la planta y las bacterias promotoras del creci-
miento vegetal es la llamada promoter trap technology,
tecnologia para atrapar regiones promotoras (Figu-
ra 3). Esta nos permite identificar aquellas regiones
promotoras de todo el genoma bacteriano que son
activadas por los exudados radicales. Para esta técnica

se afsla el material genético completo (o genoma) de

Region promotora — | -
nativa l
Regién promotora para RNA — | | gy |

polimerasa bacteriana

Figura 2. El gen gfp, que codifica para la proteina fluorescente
verde, es una herramienta que nos sirve para identificar aquellas
regiones promotoras que pueden ser activadas por sustancias
presentes en exudados radicales. Para utilizarla se reemplaza la
region promotora nativa del gen por la region promotora de

nuestro interés.
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Figura 3. Tecnologfa para atrapar regiones promotoras: se digiere el genoma bacteriano con enzimas de restriccion y se clonan los fragmen-
tos en un plasmido especial, atrapador de regiones promotoras. Este plasmido contiene el gen estructural gfp, el cual fue clonado sin su region
promotora nativa. Algunos de los fragmentos del genoma bacteriano que se insertaran en este sitio serdn regiones promotoras. Si esta re-
gion promotora responde a la presencia de exudados radicales, al agregarlos se activara la trascripcion del gen gfp y la célula se pondra verde.

El término “bp” significa pares de bases
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la cepa de interés, se corta con enzimas especiales que
cortan el dcido desoxirribonucleico (ADN) en sitios
especificos (enzimas de restriccién) y se insertan (clo-
nan) los fragmentos de ADN cortados en un pldsmido
(pequefio cromosoma circular) especial que “atrapa”
regiones promotoras. El plasmido pAD123, por ejem-
plo, tiene un “sitio de restriccién” miltiple que permi-
te cortar el plasmido con distintas enzimas de restric-
cién, dependiendo de la disponibilidad de éstas en el
laboratorio. Lo interesante del pldsmido pAD123 es
que este sitio de restriccién esta justo antes del gen
estructural gfp, el cual fue clonado sin su regién promo-
tora nativa. Algunos fragmentos del genoma bacteriano
que se insertardn en este sitio serdn genes estructurales;
otros serdn regiones que no codifican protefnas, mien-
tras que otros mds serdn regiones promotoras. Si esta
regién promotora responde a la presencia de exudados
radicales, al agregarlos se iniciar4 la trascripcién del gen
gp v ila célula brillard en color verde!

Si conocemos la composicién quimica de los exu-
dados radicales de nuestra planta podemos agregar los
componentes por separado y descubrir cudl o cudles de
ellos activan la expresién del gen reportero.

Es claro que las bacterias y plantas, antes de prome-
terse amor eterno, se cortejan; sélo si la relacién es
mutuamente benéfica, trasciende, forjAndose de meca-
nismos de reconocimiento y colaboracién mutua.
Algin dfa conoceremos tan bien el lenguaje bacteria-
planta que sabremos cémo convencerlas de asociarse y
ayudarse.
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