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RESUMEN

El género Burkholderia con mds de 90 especies reportadas hasta la fecha, se encuentra dividido en dos
grupos mayores flogenéticamente distantes. El primer grupo se encuentra constituido porespecies patdgenas
donde destacan los patdégenos oportunistas referidos como el complejo Burkholderia cepacia (Bcc); el otro
grupo estd conformado por especies no patdgenas con habilidades para la promocion del crecimiento
vegetaly la rizoremediacion.

Burkholderia tropica es una bacteria con capacidad de fijar nitrdgeno; aislada de la rizésfera, rizoplano, tallo
y la raiz de plantas de maiz y cana de azUcar. Ademds de su capacidad diazotrofa, B. tropica presenta
caracteristicas que permiten catalogarla como una bacteria promotora del crecimiento vegetal, por
su capacidad de producir siderdforos, solubilizar fosfatos, producir exo-heteropolisacdridos, ademds de
utilizarse como biocontrol para algunos fitopardsitos, Io que la convierte en una bacteria prometedora para
su aplicaciéon en el sector agricola.

Palabras Clave: bacterias endofitas, biocontrol, fijacion de nitrégeno, siderdforos, solubilizacion de fosfatos.

Burkholderia tropica bacterium with great potential for use in agriculture

ABSTRACT

The genus Burkholderia whit over 90 speciesreported to date, is divided into two major groups phylogenetically
distant. The first group is made up of pathogenic species which highlights referred opportunistic pathogens
such as Burkholderia cepacia (Bcc) complex; The other group consists of nonpathogenic species with skills fo
promote plant growth and rhizoremediation.

Burkholderia tropica is a bacterium capable of fixing nitfrogen; isolated from the rhizosphere, rhizoplane,
stem and roots of corn plants and sugarcane. Besides its ability diazotrofa, B. tropica presents characteristics
that classify it as a plant promoter bacteria, such growth as is the ability to produce siderophores, solubilizing
phosphates, producing exo-heteropolysaccharides, and can be used as biocontrol for some plant parasites,
which It makes it a promising bacteria to be used in the agricultural sector.

Key Words: endophytic bacteria, biocontrol, nitrogen fixation, siderophores, phosphate solubilization.

Nota: Articulo recibido el 19 de febrero de 2016 y aceptado
el 26 de mayo de 2016.
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INTRODUCCION
1 género Burkholderia esta formado por mas de 90

especies, aisladas de una amplia variedad de nichos
ecoldgicos!. Mientras algunas de estas especies
son patdgenas oportunistas para el hombre y otras
son fitopatdgenas, muchas establecen relaciones neutrales o
benéficas con las plantas?.

Este género, ha adquirido gran importancia en la agricultura
gracias a sus capacidades para el biocontrol, la fijacion
de nitrogeno, la promocion de crecimiento de plantas y la
biorremediacién®. Durante varios aflos B. vietnamiensis fue
reconocida como la unica especie del género Burkholderia
fijadora de nitrogeno y presentaba gran interés debido a su
capacidad de estimular el crecimiento de las plantas de arroz
y mejorar el rendimiento del grano, pero por ser un patdogeno
oportunista se ha restringido su uso en la agricultura®.
Sin embargo, se ha demostrado que la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico es una caracteristica comun del género
Burkholderia®.

Burkholderia tropica es una especie con capacidad de fijar
nitrogeno; fue aislada de la rizosfera, rizoplano, tallo y la raiz
de plantas de maiz y cafia de azlicar en diferentes regiones
geograficas de Brasil, México y Sudafrica®.

Esta revision resume las caracteristicas que posee B. fropica en
relacionalaproduccion de siderdforos, exoheteropolisacaridos,
solubilizacion de fosfatos, y su aplicacion como biocontrolador
de fitoparasitos, que la convierten en una especie promisoria
para la agricultura.

GENERO Burkholderia

En 1992, mediante analisis de secuencias de ARNr 168,
composicion de acidos grasos, lipidos celulares y caracteristicas
fenotipicas se ubicd a Pseudomonas cepacia y otras seis
especies pertenecientes al grupo Il de Pseudomonas, en un
nuevo género denominado Burkholderia, en honor a Walter
Burkholder quien la reportdé por primera vez en 194278,
Actualmente este género estad conformado por mas de 90
especies y su arbol filogenético basado tanto en el analisis
de la secuencia de su ARNr 16S, genes acdS, recA, gyrB,
rpoB, como en el analisis de secuencia multilocus, muestra
claramente la separacion en dos grupos mayores, uno de ellos
representado principalmente por especies patogenas de plantas,
animales y humanos, incluyendo los patdogenos oportunistas
referidos como el complejo Burkholderia cepacia (Bec) y
algunos saprofitos (ver Figura 1)'9-12. El Bcee, al menos con
nueve especies o genomovares despierta gran interés debido
a su amplia distribucion en ambientes naturales, donde pueden
actuar como fitopatdgenos, y en ambientes clinicos donde
pueden actuar como patdégenos oportunistas en pacientes con
inmunidad comprometida, especialmente aquellos que sufren
fibrosis quistica o enfermedad granulomatosa cronica®!14,

El segundo grupo, filogenéticamente distante del Bcc, esta
conformado por especies medioambientales no patdgenas
para el hombre, muchas de las cuales interactiian con plantas e
incluyen principalmente especies rizosféricas, endofiticas, asi
como simbidticas™'*!*. De este segundo grupo comiinmente
denominado Burkholderias benéficas para el medioambiente
y las plantas, no se han reportado especies que puedan causar
efectos perjudiciales en las plantas o animales, y algunos
de ellos estan siendo evaluados para su uso potencial como
biofertilizantes y para el control bioldgico, mientras que otros
son considerados conunalto potencial para larizoremediacion'2.
El analisis de bacterias fijadoras de nitrogeno asociadas con
plantas de café, maiz y caia de azlicar ha revelado nuevas
especies diazotroficas pertenecientes a este género*!®!”. Estas
propiedades, como la fijacion de nitrogeno, la capacidad de
producir nédulos en leguminosas, promover el crecimiento
de las plantas y aumentar el rendimiento de los cultivos, han
suscitado gran interés en la caracterizacion de un numero
considerable de especies de Burkholderia, tanto de la rizosfera
como del interior de las plantas'®.

Especies ENDOFITAS DEL GENERO Burkholderia

Las bacterias endodfitas son microorganismos que colonizan a
las plantas internamente (sin causar dafio o provocar sintomas
de enfermedad). A diferencia de las endosimbiontes, no
residen en células vegetales especializadas!'>'*°, Para que una
bacteria sea considerada un verdadero enddfito se requiere
no solo su aislamiento a partir de los tejidos desinfectados
superficialmente, sino también evidencia microscopica donde
se visualicen estos microorganismos dentro de los tejidos
vegetales. Este ultimo criterio no siempre se cumple, por lo
que el uso del término endoéfitos putativos se ha recomendado
para aquellos que no se han validado microscopicamente®.
Muchas de estas bacterias son consideradas promotoras del
crecimiento vegetal (BPCV)y esta capacidad es llevada a cabo
gracias a distintos mecanismos; dentro de estos mecanismos se
encuentran la produccion de reguladores del crecimiento como
las auxinas, citoquininas y giberelinas, y algunas propiedades
como la fijacion bioldgica de nitrdégeno, la solubilizacion
de minerales, la proteccion contra fitopatdgenos mediante
la induccion de mecanismos de defensa de las plantas,
produccion de sustancias antagonicas de patogeno o mediante
la competencia por los sitios de colonizacion y nutrientes'>".
Distintas especies del género Burkholderia han sido aisladas de
la superficie esterilizada de plantas entre las que se encuentran
B. tropica, B. kururiensis, B. unamae, B. silvatlantica, B.
phytofirmans, y B. acidipaludis, por lo que se consideran
endofitos putativos'>'>. Experimentos de colonizacion de
diferentes especies de plantas con estas especies bacterianas,
han mostrado resultados prometedores, como son la mejora
pronunciada del sistema de raices, una mayor area foliar,
mejora de la eficiencia del uso del agua, asi como la induccion
de la resistencia a fitopatdgenos, lo que les confiere un gran
potencial para su uso como biofertilizantes'*2'-2*
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Figura 1. Arbol filogenético del género Burkholderia. Adaptado de: Sudrez-Moreno, Z.R. et al. (2012)™2.
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Burkholderia tropica

Laespecie Burkholderia tropica fue originalmente descrita por
Reis, V.M. etal. en 2004°, como unanueva especie con capacidad
de fijar nitrégeno; como ya se menciono anteriormente, aislada
de la rizosfera, rizoplano, tallo y raiz de plantas de maiz y
cafia de azuacar en diferentes regiones geograficas de Brasil,
México y Sudafrica*®!¢. B. tropica estd taxonomicamente
ubicada en el orden Burkholderiales (ver Tabla I), es un bacilo
Gram-negativo, movil, con una medidade 0.7- 0.8 x 1.5 - 1.6
um, aerobio, encapsulado, catalasa, oxidasa y ureasa positivo,
capaz de reducir los nitratos a nitritos. Es diazotrdfica, con
temperatura optima de crecimiento de 30 °C y un rango de
pH de 4.5 a 6.5; tiene la capacidad de utilizar muchas fuentes
de carbono, incluyendo azucares y acidos organicos®. Se ha
reportado que las especies de Burkholderia asociadas a plantas,
poseen genomas de tamafios muy grandes que vande 6.46a8.73
Mb. En el caso de B. tropica, tres cepas que fueron analizadas
presentaron cinco replicones que poseen un rango de tamafio
de 3.24 +/- 0.06 Mb para el mas grande y de 0.53 +/-0.08 Mb
para el mas pequefio®.

Adicionalmente ala fijacion de nitrégeno, Burkholderia tropica
presenta ciertas caracteristicas como son su capacidad de
producir sideroforos, solubilizar fosfatos, produccion de exo-
heteropolisacaridos y biocontrol de algunos fitoparasitos, que
la convierten en una bacteria prometedora para su aplicacion
en el campo agricola (ver Figura 2).

CAPACIDAD DIAZOTROFICA DE Burkholderia tropica

Como un constituyente de casi todas las biomoléculas, el
nitrogeno (N,) es esencial para todos los organismos vivos
y es a menudo un factor limitante de crecimiento en los
ecosistemas del suelo'®. Consecuentemente, la adquisicion de
formas de nitrogeno metabolicamente utilizables, es esencial
para el crecimiento y supervivencia de todos los organismos
incluyendo las plantas. Un grupo de organismos tienen la
capacidad de reducir N a NH, y por lo tanto, desempefian
un papel fundamental para mantener su nivel estable en la
biosfera; estos organismos son conocidos como diazotroficos?.
La mayor entrada de N, al ecosistema terrestre es a través de

Clasificacién taxonémica
Phylum Proteobacteria phy. nov.
Clase Betaproteobacteria
Orden Burkholderiales
Familia Burkholderiaceae
Género Burkholderia
Especie B. tropica

Tabla I. Clasificacién taxonémica del género Burkholderia,
citado de acuerdo al manual de Bergey?.

la fijacion biolégica e industrial del N, atmosférico, con una
muy modesta entrada via deposiciones himedas (lluvia) y secas
(polvos) de particulas de N,, NH,, NH,"y NO,. Sin embargo,
el balance es frecuentemente negativo debido a la pérdida
significativa de este elemento a través de la desnitrificacion,
erosion, lixiviaciony volatilizacion®®. Gran parte del nitrogeno
fijado en la agricultura proviene de leguminosas simbidticas;
la soja (Glycinemax) es el cultivo dominante de leguminosa.
Se calcula que la soja fija 16.4 toneladas (t) de N, anualmente,
representa el 77% del nitrégeno fijado por los cultivos de
leguminosas®.

Lacapacidad defijarnitrégeno por B. tropica fue determinada por
Reis, V.M. et al. (2004)%, mediante cultivos en medios minimos
libres de nitrogeno y a través de la prueba de reduccion del
acetileno, estableciendo que la adicion de pequeias cantidades
de extracto de levadura a estos medios estimula la actividad de
la nitrogenasa en este microorganismo. Asi mismo, los autores
establecieron que la capacidad diazotrofica de B. tropica se
expresa en condiciones microaerofilicas a pesar que la bacteria
posee un metabolismo aerobico®. Este comportamiento durante
lafijacion de nitrégeno se puede explicar por el efecto deletéreo
que posee el oxigeno sobre la enzima nitrogenasa?’.

Caballero-Mellado, J. et al. (2007)*, establecieron la presencia
de diversas especies del género Burkholderia fijadoras de
nitrégeno, estudiando la rizésfera y el rizoplano en cultivos
de tomates en México. Ellos determinaron su capacidad de
fijar nitrégeno mediante la prueba de reduccion de acetileno
y la deteccion de los genes nifH. Entre las diversas especies
halladas en este estudio se report6 B. tropica, lo que confirma
la capacidad diazotrofica que posee esta bacteria®®. En sus
estudios determinaron la habilidad de fijar nitrogeno de tres
cepas de esta especie, estableciendo que la cepa Ppe8Tes la
que presenta una mayor actividad diazotrofica con valores de
742 +/- 16 Amt (ng) of N, fijado, seguido de la MOc-725 y
la MTo-672 con valores de 299+/-21 y 11+/-0 Amt (ng) of N
fijado respectivamente®.

Burkholderiatropica POSEE LA CAPACIDAD DE SOLUBILIZAR
FOSFATOS

El fosforo es uno de los macronutrientes esenciales para el
crecimiento y desarrollo de las plantas, y es aplicado al suelo
principalmente en forma de fertilizantes fosfatados. Sinembargo,
una gran parte de este fosfato se inmoviliza rapidamente y deja
de estar disponible para las plantas®-°. Los microorganismos
cumplen un rol fundamental en el ciclo natural del fésforo,
en particular, éstos son eficaces en su liberacion de la forma
orgénicaeinorganicatotal del suelo, através dela solubilizacion
y la mineralizacion®.

Cepas de los géneros bacterianos Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Agrobacterium, Burkholderia y Erwinia son
reportados entre los mas eficientes solubilizadores de fosfato
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Figura 2. Efectos benéficos de Burkholderia tropica sobre el suelo y las plantas.

en el suelo®™3!. La capacidad de solubilizar fosfato mineral
en muchas bacterias ha sido relacionada principalmente con
la produccion de acidos organicos, aunque éste parece no ser
el inico mecanismo utilizado por estos microorganismos?-,
Estudios desarrollados sobre especies diazotréficas de
Burkholderia asociadas con plantas de tomate, demostraron que
lahabilidad de solubilizar fosfatos es variable entre las diferentes
especies, siendo B. tropica la que exhibe la mayor capacidad?.
La solubilizacion de fosfato mineral a través de la produccion
de acidos organicos, parece ocurrir en diversas especies
de Burkholderia, pero en B. tropica, existe un mecanismo
adicional, ya que esta especie solubiliza fosfato incluso en un
medio fuertemente amortiguado. La sobresaliente habilidad de
B. tropica para convertir fosforo mineral insoluble a una forma
disponible, es una importante caracteristica que permite a esta
especie diazotrofica, ser definida como una bacteria promotora
del crecimiento de las plantas®.

PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDOS

Los exopolisacaridos microbianos (EPS), se encuentran
ubicuamente en la naturaleza, como polisacaridos capsulares
o slime, actuando como factores de virulencia importantes

en la patogénesis de enfermedades invasivas producidas por
muchos microorganismos que pueden infectar plantas, animales
0 humanos. Muchas bacterias del suelo tienen la capacidad de
sintetizar dichos polisacaridos, que tienen un efecto directo sobre
sumicroambiente®®3?, Las bacterias del suelo que producen EPS
pueden influir en la estabilidad de los agregados del suelo, lo
que a su vez determina las propiedades mecanicas y fisicas
del mismo*.

En las bacterias enddfitas que no producen estructuras
especializadas en los tejidos vegetales donde habitan, se
ha observado la capacidad de producir EPS involucrados
principalmente en la etapa de invasion de las plantas®. En el
caso de las bacterias fijadoras de nitrogeno los EPS pueden
actuar disminuyendo la difusion de oxigeno al interior de la
bacteria evitando con ello la inactivacion de la nitrogenasa,
enzima clave en este proceso?’.

Diferentes especies del género Burkholderiatienen la capacidad
de sintetizar exoheteropolisacaridos; entre ellas se encuentran
B. brasiliensis, B. caribensis, B. pseudomallei, B. cepacia
v B. tropica®. La diversidad y versatilidad de los productos
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extracelulares de Burkholderia representa una caracteristica
distinguible de este género*.

Burkholderia tropica produce una abundante cantidad de
un exopolisacarido acido que esta conformado por glucosa,
ramnosa y acido glucurénico en un rango molar de 2:2:1
respectivamente. La estructuradel EPS de B. tropica es diferente
alas encontradas en otras especies de este género; sin embargo,
conserva caracteristicas basicas que permiten concluir que ésta
es una estructura conservada y probablemente importante para
la asociacion con las plantas®. El proceso mediante el cual B.
tropica invade y coloniza los tejidos esta atin sin dilucidar, pero
se cree que el heteroexopolisacarido no sélo contribuye amejorar
las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, sino que ademas
facilita la simbiosis con las plantas a través de la union con
receptores tipo lectinas presentes en las células de las raices®.

PRODUCCION DE SIDEROFOROS

El hierro es uno de los nutrientes mas importantes para las
bacterias, que puede existir en solucion acuosa en el estado
ferrosoy férrico; sinembargo, el Fe*? en presencia de oxigenoy a
pH neutro pasarapidamente a Fe** que es la formano disponible
para las bacterias®**. Para hacer frente a este problema, las
bacterias han desarrollado formas para secuestrar hierro con
una alta afinidad mediante la produccion de quelantes de bajo
pesomolecular denominados siderdforos, los cuales secuestran
el hierro de otras moléculas presentes en los alrededores que
contienen Fe™. Los grupos funcionales responsables de la
union al hierro son frecuentemente hidroximatos y catecoles®.
La produccion de sideréforos se considera importante en la
supresion de microorganismos deletéreos al monopolizar
el hierro disponible en el suelo, y en algunos casos parece
desencadenar resistencia sistémica inducida en las plantas'>2%,

En el género Burkholderia la produccion de sideroforos ha
sido verificada en B. phytofirmans, B. unamae, B. kururiensis,
B. xenovorans, B. tropica, B.silvatlantica, B. bryophila y B.
megapolitana, lo cual sugiere, que estas especies pueden actuar
como biocontroladoras'?.

La especie B. tropica produce sideroforos tipo hidroximatos
y presenta uno de los mayores tamafos de halo en el medio
Chrome Azurol S (CAS)®*. Los sideroforos en B. tropica son
sintetizados en mayor cantidad cuando se utilizan como fuente
de carbono, acidos glutimico y succinico, lo que sugiere que
estos acidos organicos forman parte de las rutas biosintéticas*®.
La capacidad de producir sider6foros por B. tropica le confiere
la habilidad de proteccion de las plantas contra organismos
patdgenos y lo convierte en un excelente candidato para ser
utilizado como bio-inoculante en cultivos.

BioconTrOL
Las bacterias asociadas a plantas ejercen un papel de bio-
controladores mediante la inhibicién del crecimiento de

fitopatogenos por diversos mecanismos como son la produccion
de agentes antifiingicos, antibacterianos, competencia por
nutrientes o mediante la estimulacion de la respuesta sistémica
inducida en las plantas®. Por otro lado, algunas bacterias que
habitan en el suelo, como es el caso de especies del género
Pseudomonas y Burkholderia, son capaces de eliminar
nematodos que afectan lasraices de ciertas plantas'>*’. Estudios
realizados sobre la asociacion de bacterias y nematodos parasitos
en cafia de azlicar, determinaron que B. fropica podria ser un
excelente candidato para el control biologico, ya que ésta,
se encuentra fuertemente asociada con nematodos menos
patdgenos como Helicotylenchus dihysteray Pratylenchus zeae
y débilmente asociada con otros altamente patogénos como es
el caso de Xhipinema elongatum; estas propiedades permiten
postular aesta especie como inoculante sobre caiia de azticar para
atraer comunidades de nematodos menos patogenos, reduciendo
con ello el dafio a un nivel aceptable y en consecuencia, dando
lugar a una situacion que sea mas favorable para la planta®”.

La capacidad de inhibir el crecimiento de hongos fitopatdgenos
por Burkholderia tropica fue medida frente a Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum
y Sclerotium rolffsi determinandose que esta bacteria es capaz
de inhibir estos cuatro hongos mediante la produccion de 18

compuestos volatiles que incluyen a-pineno y limoneno®.

CONCLUSIONES

La especie Burkholderia tropica aislada de la rizosfera y del
interior de las plantas de maiz, cafia de azucar y tomate, es una
especie promisoria para su uso en la agricultura, debido a su
capacidad defijarnitrogeno, elemento limitante en el crecimiento
de las plantas, es inocua para el hombre y animales. Ademas
de su capacidad diazotrofica, B. fropica produce sideroforos
y compuestos volatiles que actian como bio-controladores
de fitopatéogenos como hongos y nematodos. Por otro lado,
la capacidad de B. fropica de producir exopolisacaridos y
de solubilizar fosfatos le brindan a la planta las condiciones
propicias para su crecimiento; estas caracteristicas han permitido
clasificar a este microorganismo como una bacteria promotora
del crecimiento vegetal (BPCV), lo que la convierte en un
excelente modelo para suuso como biofertilizante. Sin embargo,
es necesario desarrollar estudios que permitan establecer las
diferentes rutas metabolicas que utiliza esta bacteria, asi como
el proceso de fijacion de nitrogeno y su relacion con su sistema
trasportador de electrones.
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