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RESUMEN

La contaminacién del suelo reduce la produccién y
calidad de los alimentos. Para la recuperacion de
suelos contaminados la fitorremediacion compite
favorablemente con costosos métodos fisicos y
quimicos. En este trabajo fueron colectadas muestras
de suelo y de raiz de plantas silvestres en nueve sitios
en el predio del Colegio de Posgraduados, Campus
Montecillo. Después de determinar el pH de las
muestras de suelo, del sobrenadante se estriaron
muestras en medio solido B de King. Del apice de
raices se obtuvieron muestras para estriarlas en el
mismo medio Yy las cajas fueron incubadas a 26-28 °C.
De 223 aislamientos bacterianos obtenidos, 23 fueron
seleccionados por producir pigmentos fluorescentes y
ser inocuos. Dos aislamientos de suelo (2S-10, 2S-9) y
uno de raiz (2R-2) fueron los de mayor produccion de
pigmentos fluorescentes. La semilla de alfalfa
inoculada con células de los aislamientos 2S-10, 2R-2,
y 2S-9 germind en 78, 56, y 88 %, respectivamente
mientras que la semilla sin inocular germiné en 88 %.
En una prueba preliminar, resalté el mayor desarrollo
de las plantulas inoculadas con el aislamiento 2S10.
Mediante la interaccién planta-microorganismo se
logra acrecentar la potencialidad de las plantas para
acumular metales y hacer mas eficiente el proceso de
fitorremediacion.

Palabras clave: Pseudomonas fluorescens;
siderdforos; factor de translocacién; biomasa.

INTRODUCCION

El deterioro de los recursos naturales es causado, en
gran medida, por la diversidad de compuestos

SUMMARY

Soil pollution reduces yields and food quality.
Fitorremediation is a process used to recuperate
polluted soils which competes favorably with more
expensive physical and chemical methods. Samples of
soil and roots of wild plants were collected at nine
sites of Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo. After determining the pH of soil samples,
the supernatant was streaked on solid King's B
medium. Root apex samples were macerated and the
liquid collected was streaked on the same medium and
all the dishes were incubated at 26 to 28 ° C. Of 223
bacterial isolates obtained, 23 were selected for
producing fluorescent pigments and being safe for
plants. Two soil (2S-10, 2S-9) and one root (2R-2)
isolates had the most fluorescent pigment production.
Alfalfa seeds inoculated with cells of the isolates 2S-
10, 2R-2, and 2S-9 germinated 78, 56, and 88 %,
respectively, while uninoculated seeds germinated 88
%. A preliminary test highlighted the best development
of the inoculated seedlings with the isolate 2S10.
Therefore, using plant-microbe interaction is possible
to enhance the potential of plants to accumulate
metals, making phytoremediation a more efficient
process.

Key words: Pseudomonas fluorescens; siderophores;
translocation factor; biomass.

organicos e inorgénicos que contaminan la atmdsfera,
agua y suelo debido a fenémenos naturales, asi como a
diversas actividades antropogénicas (Jensen et al.,
2000). Entre los contaminantes inorganicos mas
nocivos para los seres vivos estan los metales pesados,
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derivados principalmente de las actividades mineras.
Es imprescindible disminuir los niveles de
contaminacidn, independientemente de los costos de la
rehabilitacion de los suelos, lo que representa un
enorme reto para la humanidad. La fitorremediacion es
un proceso biolégico mediado por plantas y
microorganismos para la absorcion, degradacion y
metabolizaciéon de los contaminantes, ya sea por la
planta misma o por los microorganismos que se
desarrollan en la rizosfera (Kabatas-Pendias y Pendias,
2000). Es una alternativa para recuperar los suelos
contaminados por metales pesados (Chaney et al.,
2001). Peralta-Videa et al. (2002a) demostraron que el
cultivo de Medicago sativa L. (alfalfa) tiene uso
potencial para reducir el cadmio (1), cromo (VI), cobre
(1), niquel (1) y zinc (1) de los suelos contaminados.
Estudios  realizados  han  demostrado  que
microorganismos capaces de sintetizar siderdforos
como Pseudomonas fluorescens, facilitan a los
cultivos la asimilacion de nutrimentos como el fierro,
cuando las células se encuentran asociados a las raices
de las plantas, promoviendo asi su desarrollo (Carrillo-
Castafieda y Juarez, 1988; Bar-Ness et al., 1992;
Carrillo-Castaieda et al., 2000; Carrillo-Castafieda et al.,
2002). Ciertos microorganismos promueven en las
plantas la asimilacion de metales pesados (Peralta-Videa
et al., 2002b) y modulan el transporte de cobre y fierro
de la raiz a la parte aérea (Carrillo-Castafieda et al.,
2003; Carrillo-Castafieda et al., 2005a).

Debido a la importancia que tienen los sider6foros
fluorescentes en la asimilacion y transporte de metales,
ha sido importante desarrollar métodos practicos para
determinar la capacidad de produccion de estos
compuestos por los microorganismos (Manninen y

o

Mattila-Sandholm, 1994; Carrillo-Castafieda et al.,
2005b). Son pocos los cientificos que investigan los
beneficios de la asociacion de ciertos microorganismos
con las raices para hacer méas eficientes las funciones
de las plantas para retirar metales pesados de los
suelos contaminados.

Los objetivos de esta investigacion fueron: 1.
Identificar aislamientos bacterianos fluorescentes e
inocuos del género Pseudomonas de alta produccion
de pigmentos fluorescentes. 2. Determinar el efecto de
los pigmentos fluorescentes en la germinacion. 3.
Determinar el desarrollo de plantulas de alfalfa
generadas a partir de semillas inoculadas con
suspensiones bacterianas.

MATERIALES Y METODOS

El experimento fue realizado en el predio de 175 ha
del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
ubicado en el Km 36.5 de la carretera federal Los
Reyes-Texcoco (19°270300 LN, 98°540J140 LO,
altitud 2241 m). Se utilizaron semillas desnudas de M.
sativa var. Cuf 101 Caloro®. Las muestras de suelo y
de raiz de plantas silvestres de apariencia sana vy
vigorosa fueron colectadas en nueve sitios que fueron
seleccionados para hacer un estudio taxonémico de
suelos para el Museo de Suelos del Colegio de
Postgraduados  (http://www.colpos.mx/museocp/Soil-
Museuml.pps) 25 de enero de 2007. Las muestras se
tomaron de estos sitios porque existe un estudio previo
muy preciso sobre las caracteristicas de los suelos.
Esta informacién es complementaria y permite
conocer el ambiente fisico en el que se desarrollan los
microorganismos (Figura 1).
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Figura 1. Predio del Coleglo de Postgraduados e identificacion de los smos donde fueron obtenidas Ias muestras de
suelo y de raices. (Tomado de: http://www.colpos.mx/museocp/Soil-Museuml.pps).
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En cada sitio seleccionado se hicieron dos hoyos
(separados 3 m uno del otro) de 30 cm de profundidad
y del centro del hoyo se tomaron de cada uno una
muestra de suelo de aproximadamente 100 g. En el
mismo perimetro fueron colectadas dos muestras de
raiz de plantas silvestres de apariencia sana.

Preparacion de muestras de suelo

Inmediatamente después de hacer las colectas de las
muestras de suelo, 100 g de cada muestra de suelo se
depositaron en vasos de precipitados de 100 mL, se
agregaron 50 mL de agua destilada esterilizada y se
mezclaron con un agitador de vidrio durante 5 min.
Las preparaciones se dejaron reposar entre 26 y 28 °C
durante 40 min para posteriormente determinar el pH
del sobrenadante con un potenciémetro Sargent-Welch
modelo LS. De cada sobrenadante se tomaron dos
muestras alicuotas de 10 pL para hacer estrias sobre el
medio s6lido B de King en cajas Petri de vidrio (100
mm de didmetro por 20 mm de alto). Las cajas fueron
colocadas en una incubadora Blue M ajustada a la
temperatura de 28 °C. Las colonias desarrolladas
fueron aisladas en tubos de vidrio pyrex con tapén de
rosca de 12 cm de longitud por 1.5 cm de didmetro que
contenian agar inclinado de medio B de King.

Preparacion de extractos de raiz

Cada muestra de raiz fue colocada en una caja Petri
estéril para lavarla con 40 mL de agua destilada estéril.
Después de retirar el agua, a partir del apice de una
raiz se obtuvo un segmento de aproximadamente 1 cm
de longitud para macerarlo con un bisturi estéril. El
liquido obtenido fue estriado sobre medio B de King
sélido en cajas Petri de vidrio (100 mm de didametro
por 20 mm de alto) y conservado en una incubadora
Blue M entre 26 y 28 °C durante 24 h.

Caracterizacion de los aislamientos bacterianos

Los aislamientos fueron identificados de acuerdo a: 1).
Localidad de la colecta. 2). Muestra (suelo o raiz). 3).
Capacidad de fluorescencia al ser expuestos a luz
ultravioleta (Desaga Uwvis 366 nm). 4). Respuesta de
hipersensibilidad en hojas de Nicotiana xanthi (tabaco)
con la metodologia propuesta por Schaad et al. (2001)
y 5). Capacidad de generar pudricién en rodajas de
papa segin metodologia propuesta por Dhingra et al.
(1985).

Determinacion de la capacidad de produccion de
pigmentos fluorescentes por los aislamientos
bacterianos
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En cajas Petri con medio s6lido B de King fueron
estriadas células de cada aislamiento y se incubaron
hasta por 48 h, entre 26 y 28 °C. Posteriormente, con
un asa microbioldgica se tomé una muestra de células
de cada una de las colonias para inocular 3 mL de
medio B de King liquido en tubos de vidrio pyrex con
tapon de rosca de 12 cm de longitud por 1.5 cm de
didmetro. Los cultivos se dejaron desarrollar durante
24 h en un agitador American Optical ajustado a 60
oscilaciones por minuto, mantenidos entre 26 y 28 °C.
A continuacién, 600 pL de cada uno de los cultivos se
depositaron en tubos Ependorf de 2 mL, las muestras
se centrifugaron en una centrifuga clinica (Damon /
IEC Division), durante 6 min a 2,400 veces la
gravedad y el sobrenadante se transfirié a otro tubo
Ependorf de 2 mL. Se depositaron 100 uL del
sobrenadante en tubos de ensayo que contenian 2 mL
de agua destilada y se agitaron. Posteriormente se
determind la absorbencia a 400 y 405 nm en un
espectrofotometro de doble haz de luz (Baush & Lomb
Spectronic, 2000) y la lectura obtenida es proporcional
a la concentracion de pigmentos fluorescentes lo que
permite de manera practica comparar el contenido de
pigmento que se acumula en cada cultivo (Carrillo y
Peralta, 1988). En espectroscopia, la absorbencia o
absorbancia se define como la cantidad de luz de una
longitud de onda especifica que es retenida por una
sustancia en solucion al pasar la luz a través de la
muestra. La determinacion de la absorbencia es
frecuentemente usada en quimica analitica porque es
proporcional al grosor de una muestra y a la
concentracion de la sustancia en ésta.

Preparacion de las suspensiones bacterianas

En cajas Petri de vidrio con medio s6lido B de King se
estriaron células de cada aislamiento. Los cultivos
fueron incubados 48 h, entre 26 y 28 °C. Una muestra
de células fue transferida con un asa a tubos de vidrio
pyrex con tapon de rosca de 12 cm de longitud por 1.5
cm de diametro con 5 mL de agua destilada estéril. Las
suspensiones bacterianas generadas asi se ajustaron a
una turbidez de 0.1 de absorbencia a 660 nm que
equivale aproximadamente 1 x 10° unidades
formadoras de colonias (ufc).

Desinfeccién de la semilla de alfalfa

En cajas Petri de vidrio estériles se colocaron muestras
de 0.5 g de semillas de alfalfa, se agregaron 10 mL de
la solucién desinfectante Cloralex® (1.2 % de cloro
libre) y 0.2 mL de la solucion antibacterial Lysol®
(Reckitt Colman), en 100 mL de agua destilada. Las
semillas permanecieron sumergidas durante 5 min y
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posteriormente se lavaron 10 veces con muestras de 10
mL de agua destilada estéril.

Inoculacion de la semilla de alfalfa

En cajas Petri de vidrio estériles se colocaron 0.5 g de
semillas de alfalfa, 400 pL de la suspension bacteriana.
Con la ayuda de pinzas de diseccion, previamente
flameadas, las semillas se mezclaron con la suspension
bacteriana y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Desarrollo de plantulas en presencia de sulfato de
cobre

Muestras de 0.5 g de semillas de alfalfa, previamente
inoculadas y secadas, fueron colocadas sobre dos
capas de papel (toalla interdoblada, MARQUIS®
Georgia Pacific) en cajas Petri de vidrio estériles. Las
semillas se dispersaron sobre la superficie del papel el
cual se humedeci6 con 5 mL de agua destilada estéril y
se mantuvieron en oscuridad entre 26 y 28 °C en una
camara germinadora Blue M durante 3 dias. Bajo
condiciones de asepsia, todas las semillas germinadas
(més de 400 por caja) fueron transferidas a cajas Petri
estériles, se agregaron 5 mL de la solucion de Steiner
(Steiner, 1961) al 25 % de la concentracion original y
0.2 mg mL* de Cu,SO.5H,0 y se colocaron en
condiciones de fotoperiodo de 16 h luz y temperatura
entre 28 y 30 °C durante 5 dias. Diariamente se
realizaron cambios de la solucion (Steiner-Cu®) bajo
condiciones asépticas. Después de 5 dias las plantulas
desarrolladas fueron lavadas cinco veces con agua
desionizada abundante, el vastago fue separado de la
raiz con un bisturi y pinzas de diseccion flameadas.
Tanto los lotes de muestras de tallo como de raiz
previamente identificados fueron colocados en una
estufa y secados hasta peso constante (72 h a 65 °C).

Prueba de hipersensibilidad (Schaad et al., 2001)

La prueba de hipersensibilidad se realiz6 utilizando
plantas de Nicotiana xanthi (tabaco) en invernadero.
De cada una de las suspensiones bacterianas de los
aislamientos  fue inyectada, con una jeringa
hipodérmica estéril de 5 mL, por el envés de la hoja
viendo que el liquido se distribuyera en un &rea de 1
cm’ aproximadamente y, después de 8 y 16 h la
respuesta fue observada.

Prueba de pudricion de tubérculos de papa

(Dhingra et al., 1985). Esta prueba se realizo
utilizando tubérculos Solanum tuberosum (papa)
variedad Alpha en una campana de flujo laminar Veco
frente a un mechero. Después de lavar con jabén y
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enjuagar con agua abundante los tubérculos, se cortan
rodajas de aproximadamente 1 cm de espesor para
colocar una por caja Petri de 100 mm de didmetro por
15 mm de alto sobre dos hojas de toalla de papel
(toalla interdoblada Marquis, Georgia Pacific)
humedecida con 3 mL de agua destilada estéril. Con
una aguja de diseccion estéril se toma una muestra de
la suspension bacteriana para hacer una estria en la
parte central de la superficie de la rodaja de papa y, se
incuban en una incubadora Blue M ajustada a 26 °C
para observar la respuesta 24 y 48 h después.

Disefio experimental y analisis de resultados

El disefio experimental utilizado para evaluar el
porcentaje de germinacion fue un disefio
completamente al azar con 24 tratamientos, un testigo
y dos repeticiones. Con los resultados se hizo andlisis
de varianza con un nivel de significancia de 5 % y
comparacion multiple de medias con el método de
Tukey con el paquete estadistico SAS (Statistical
Anélisis System version 8, 1990).

RESULTADOS Y DISCUSION

Abundancia de bacterianas

localidad de colecta

poblaciones por

El pH del sobrenadante de las muestras de suelo varié
de 6.7 (localidad 8) hasta 9.65 (localidad 5),
condiciones bajo las cuales estos microorganismos se
desarrollan normalmente (Figura 2). El valor del pH
puede variar de acuerdo a la época del afio en que sea
determinado, lo que pudiera afectar la dinamica de las
poblaciones de microorganismos existentes. Se conoce
que en las nueve localidades muestreadas se presentan
diferencias significativas en tipo de suelo, materia
organica y pH (http://www.colpos.mx/museocp/Soil-
Museum1.pps).

Se obtuvieron un total de 223 aislamientos
bacterianos, 24 de ellos fueron seleccionados por su
capacidad de producir pigmentos fluorescentes. El
mayor nimero de estos aislamientos fue obtenido de
muestras de raiz y del suelo de pH menor a 7.9. En la
localidad seis se obtuvieron cuatro aislamientos a
pesar de que el pH del suelo fue mayor de 9. Como los
aislamientos fueron obtenidos de muestras de raiz, se
presume que las células se encuentran protegidas de
este ambiente, al no encontrarse expuestas
directamente a esa condicion de pH. Los datos que se
presentan aqui son el inicio de una investigacion que
tiene como objetivo la seleccion de plantas y
microorganismos que en asociacion (plantas con sus
raices colonizadas con microorganismos bacterianos),
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puedan llevar a cabo eficientemente la fitoextraccién
de metales de suelos contaminados con metales. Esto
puede darse en todo tipo de suelo, por lo que se
requieren colecciones de cultivos bacterianos que
puedan desarrollarse favorablemente en suelos salinos,
acidos o alcalinos.

La mayor cantidad de aislamientos de las raices
correspondio a las muestras de suelo con pH cercano a
6.0, condicion edafica para el crecimiento de los
cultivos y también para estos microorganismos que de
manera natural se asocian a las raices de las plantas.
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Germinacion de semilla de alfalfa inoculada con
suspensiones bacterianas

Es importante determinar en qué medida la presencia
de este tipo de bacterias afecta la germinacion de la
semilla, asi como el desarrollo de las plantulas. Para
que las raices sean colonizadas, la forma méas practica
y econdmica consiste en inocular la semilla con
suspensiones bacterianas. Asi, la semilla inoculada es
manipulada normalmente para la siembra. Nuestros
resultados contrastan con lo indicado por Carrillo et
al. (2003), quienes demostraron que la semilla de
alfalfa inoculada con suspensiones bacterianas de
Pseudomonas sp. de cultivos desarrollados en el
medio RM-Fe tuvo mayor porcentaje de germinacion.
P. fluorescens pertenece al grupo de bacterias
promotoras del crecimiento de las plantas
(Lemanceau, 1992) conocidas como PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria). Los resultados
muestran que el porcentaje de germinacion de la
semilla de alfalfa inoculada fue variado; fue igual al
de la semilla sin inocular (88 %) o inhibido 100 %
(aislamiento 2S-2). En la semilla inoculada con
células de los tres aislamientos que tienen la mayor

5

Localidad
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de aislamientos bacterianos fluorescentes de muestras de suelo y raiz aislados de localidades

produccion de pigmentos fluorescentes, el porcentaje
de inhibicion de la germinacién vari6 de 0%
(aislamiento 2S-9, que estd en tercer lugar en la
produccion de pigmento fluorescente) a 34%
(aislamiento 2R-2, que esta en segundo lugar en la
produccion de pigmento fluorescente) y Unicamente
11% de inhibicidon de la germinacion causaron las
células del cultivo 2S-10, de mayor produccion de
pigmento fluorescente. El aislamiento 1R-19, que
practicamente no produce pigmento fluorescente,
causd 30 % de inhibicion de la germinacion (Tabla 1).
Se infiere por tanto, que no existe relacion entre la
capacidad de produccién de pigmentos fluorescentes
y la germinacion de la semilla de alfalfa. Probanza et
al. (1996) indican que existen bacterias DRB
(Deleteriuos rhizobacteria) que reducen, pero no
inhiben la germinacion. Es posible que la respuesta en
la germinacion de la semilla dependa del medio de
cultivo en que los cultivos bacterianos se desarrollen,
aspecto que se debe estudiar para cada caso en
particular. EI medio de cultivo RM-Fe se utiliza para
inducir la producciéon de sider6foros, moléculas
organicas producidas por las células bacterianas
cuando se desarrollan en medios carentes de hierro.
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Tabla 1. Produccion de pigmento fluorescente en los cultivos de las cepas bacterianas (absorbancia) y porcentaje de
germinacion de semillas de alfalfa inoculadas con suspensiones celulares. El primer nimero indica el sitio donde se
colect6 el aislamiento, la letra si fue aislado de suelo (S) o raiz (R) y finalmente se indica el nimero de aislamiento

de ese sitio.

Cepa Absorbancia Germinacion (%) Cepa Absorbancia Germinacion (%)
1S-28 0.102 * 65 ** 4R-2 0.035 86 ®
18-37 0.020 ¢ 66 ** 4R-3 0.037 g1 &
1R-19 0.016 62 o 4R-4 0.033 ¢ 75 ¢
2S-6 0.095 * 78 %° 4R-5 0.033 ¢ 74 %
2S-7 0.118™ 73 e 4R-6 0.106 ¢ 76 *°
25-9 0.144 % 88 ? 6R-1 0.033 ¢ g3 ®
25-10 0.180 ° 78 @b 6R-2 0.020 ¢f 86
2R-2 0.157 % 56 ¢ 6R-8 0.018 ¢ 82
3S-2 0.040 *f 0¢ 6R-9 0.018 ¢ 76 *°
3R-4 0.059 *f 2¢ 7R-8 0.036 79 ¢
45-4 0.060 *f 69 ** 9R-6 0.040 77 ¢
4R-1 0.067 ¢ 80 ** Sin inocular 0 88°

abCeeT) etras diferentes indican diferencia significativa (P < 0.05).

Desarrollo de las plantulas de alfalfa a partir de
semilla inoculada con suspensiones bacterianas

A pesar de que los resultados del desarrollo de las
plantulas inoculadas son preliminares (Tabla 2), se
observan ciertas tendencias: El desarrollo de la parte
aérea como el de la raiz de las plantulas fue afectado
positiva y negativamente en relacién al testigo, por la
presencia de las bacterias. Tanto la longitud del
vastago como la de la raiz se incrementaron en
relacion con la capacidad de acumulacion de
pigmento de los tres aislamientos de mayor
produccién. En cuanto a la produccion de biomasa del
vastago, se observa la misma tendencia pero en el
caso de la raiz, los tres aislamientos de mayor
produccién promovieron la mayor produccién de
biomasa. Se ha determinado en qué medida estas
células afectan tanto el proceso de germinacion como
el desarrollo de las plantas utilizando como modelo la
semilla de alfalfa. Tal y como se esperaba, el efecto
de la presencia de estas células no necesariamente
debe afectar por igual el proceso de la germinacion y
el desarrollo de la planta, pues en cierta medida, cada
uno de estos estadios es fisiolégicamente diferente.
Para iniciar un proceso de biorremediacion se habra
de seleccionar el tipo de planta hiperacumuladora
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idénea y se tendra que determinar la pertinencia del
uso de estos aislamientos para incrementar la
capacidad de asimilacion de metales por la raiz de
dicha planta. La prueba para determinar en qué
medida estas células afectan a la semilla en el proceso
de germinacion, asi como en el desarrollo de las
plantas debera llevarse a cabo para seleccionar al
mejor microorganismo como complemento de la
planta, a fin de obtener la maxima eficiencia del
proceso de fitorremediacion. En las plantas
hiperacumuladoras es importante identificar ademas,
dos tipos de respuesta: Las plantas que acumulan el
metal en la parte aérea y cuya concentracion rebasa
los niveles de metal en el suelo; asi como las plantas
excluyentes, que tienen la capacidad de desarrollarse
en suelos contaminados por metales, pero en éstas el
metal es acumulado particularmente en las raices. La
proporcién de metal acumulado en tallo/raiz es < 1
(Sékara et al., 2005). Adicionalmente, es importante
conocer el papel que juegan los microorganismos
para amortiguar el efecto inhibitorio de soluciones de
cobre (Cu) en el desarrollo de las plantas. Para tal fin,
las semillas son inoculadas con suspensiones
bacterianas para que las raices sean colonizadas y, en
estas condiciones, las plantulas se desarrollan en
presencia de soluciones de cobre.
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Tabla 2. Longitud y peso de biomasa seca de vastago y raiz de plantulas de alfalfa inoculadas y desarrolladas en la

solucion de Steiner-Cu.

Longitud (cm) (%)

Biomasa (mg) (%)

Inéculo Véstago Raiz Véstago Raiz
25-10 1.92 (99) 1.08 (112) 1.8 (112) 0.6 (120)
2R-2 1.79 (93) 1.01 (105) 1.7 (106) 0.6 (120)
25-9 1.69 (87) 0.91 (95) 1.7 (106) 0.6 (120)
1R-19 1.86 (96) 0.92 (96) 1.6 (100) 0.5 (100)
Sin inocular 1.93 (100) 0.96 (100) 1.6 (100) 0.5 (100)

(%) = Porcentaje respecto al testigo sin inocular.

Estos resultados resaltan la complejidad de este tipo
de interacciones, lo que demuestra que es
recomendable estudiar la biologia de la interaccion
planta-bacteria antes de utilizar a estos
microorganismos para acrecentar la potencialidad de
las plantas para acumular metales. Sékara et al.
(2005) determinaron la acumulacién y distribucion de
cobre y zinc en la planta en cinco cultivos
importantes en relacidn con el uso de estas plantas
para la fitorremediacién de los suelos contaminados.
Es factible que existan plantas que se desarrollen en
suelos contaminados, en las que el metal sea
preferentemente concentrado en ciertos 6rganos de la
planta y, que la semilla pudiera ser atil como
alimento.

Condicion fitopatogénica de los aislamientos
fluorescentes

Uno de los 24 aislamientos fluorescentes resulté ser
del género Serratia; como es conocido, Serratia
marcescens es un bacilo gram negativo de la familia
Enterobacteriaceae que puede ser peligroso para el
hombre, razén por la que fue desechado.

Para que los aislamientos seleccionados puedan
eventualmente ser liberados de manera segura al
ambiente, es importante determinar su inocuidad,
tanto para las plantas como para los animales. Al ser
sometidos a la prueba de hipersensibilidad, en el area
de la hoja de tabaco donde la suspension bacteriana
fue inyectada después de 8 y 16 h, en ningln caso se
aprecio cambio alguno en la coloraciéon verde o
aparicion de areas necroticas de la hoja. Al observar
los resultados de la prueba de pudricidn de tubérculos
de papa (después de 24 y 48 h de incubacién de la
suspension bacteriana en la parte central de la
superficie de la rodaja de papa) ningin signo de
pudricion o ablandamiento de los tejidos fue
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observado. Estos aislamientos de microorganismos
fluorescentes fueron obtenidos de muestras de raiz de
plantas de aspecto sano y vigoroso y del suelo. En
consecuencia y de acuerdo a los criterios establecidos
en este trabajo, ninguno de los aislamientos probados
puede ser considerado como microorganismo
fitopatégeno.

CONCLUSIONES

Unicamente 10% de las cepas aisladas produce
pigmentos fluorescentes. Mas de la mitad de los
aislamientos fluorescentes fue obtenido en raices, lo
que las protege del pH alcalino del suelo. No existe
relacién entre la capacidad de produccién de
pigmentos fluorescentes y la germinacion de la
semilla de alfalfa. La longitud del vastago como la de
la raiz se incrementa en relacion con la capacidad de
acumulacion de pigmento de los tres aislamientos de
mayor produccién. En cuanto a la producciéon de
biomasa del vastago, se observa la misma tendencia y,
en el caso de la raiz, los tres aislamientos de mayor
produccion presentaron la mayor produccién de
biomasa. Los tres aislamientos de mayor produccién
de pigmentos tienen potencialidad para mejorar el
proceso de fitoextraccion en suelos contaminados y
con pH mayores de 7.
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