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Potential agro-biotechnological use of Burkholderia strains isolated from mango (Mangifera indica L.) orchards
v. Ataulfo in Mexico.

Abstract

Mango orchards v. Ataulfo located in the main producer states of this fruit in Mexico were selected for this
study: Chahuites (Oaxaca), Tapachula (Chiapas), and Apatzingan (Michoacan). The molecular
characterization -through the analysis of the 16S rRNA gene- of isolates obtained from collected soil
indicated the presence of Burkholderia caribensis XV (Chahuites), B. caribensis XVI (Apatzingan) and B.
cepacia XXVI (Apatzingan). The metabolic characterization showed a great potential for agro-
biotechnological applications of these isolates, B. caribensis XV strain was found to be a promising strain for
plant growth promotion due to the acetylene reduction assay (60.3 + 0.2 nmol ethylene produced ml™ medium
h™), ACC deaminase activity (538.4 + 9.0 nmol a ketobutyrate mg™ protein h™), and production of
carboxylate type siderophore. Similarly, B. cepacia XXVI showed a great potential for use as a biological
control agent because of its production of hydroxamate type siderophore, inhibiting the growth of
Colletotrichum gloeosporioides ATCC MY A 456 (causal agent of anthracnose), up to 97 £ 3 %. In addition,
these three strains showed a great potential to be used as remediation agents by their tolerance to 100 mg ml™
of lead (minimum inhibitory concentration) and 500 mg ml™ of phenanthrene (maximum concentration
tested). In conclusion, Burkholderia strains obtained in this study represent a promising agro-biotechnological
alternative to increase the plant growth, reduce the incidence of diseases in crops, and remediate contaminated
sites in a sustainable way.

Key words: Biological nitrogen fixation, indol acetic acid, ACC deaminase, Colletotrichum gloeosporioides,
siderophores.

Resumen

Huertas de mango v. Ataulfo fueron seleccionadas para este estudio, localizadas en las principales entidades
federativas productoras de este fruto en México: Chahuites (Oaxaca), Tapachula (Chiapas), y Apatzingan
(Michoacan). La caracterizacién molecular -a través del analisis del gen 16S RNAr- de los aislados obtenidos
del suelo colectado en dichos sitios indicé la existencia de Burkholderia caribensis XV (Chahuites), B.
caribensis XVI (Apatzingan) y B. cepacia XXVI (Apatzingan). La caracterizacion metabodlica de estos
aislados mostr6 su gran potencial agro-biotecnolégico, principalmente B. caribensis XV como cepa
promisoria para la promocion de crecimiento vegetal, debido su actividad de reduccion de acetileno (60.3 +
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0.2 nmoles de etileno producidos ml™ medio h™), actividad ACC desaminasa (538.4 £ 9.0 nmoles de «
cetobutirato mg™ proteina h™), y produccién de sideréforo de tipo carboxilato. De manera similar, B. cepacia
XXVI mostr6 gran potencial como agente de control biolégico debido a la produccion de sider6foro de tipo
hidroxamato, inhibiendo el crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides ATCC MYA 456 (agente causal
de la antracnosis), en un 97 £ 3%. Ademas, las tres cepas mostraron potencial para ser utilizadas como
agentes remediadores debido a su tolerancia al plomo, hasta 100 pg ml™ (concentracién minima inhibitoria) y
fenantreno 500 pg ml™® (concentracién méxima evaluada). Asi, las cepas de Burkholderia obtenidas
constituyen una promisoria alternativa agro-biotecnol6gica para potenciar el crecimiento vegetal, disminuir
las pérdidas agricolas causadas por enfermedades, y remediar sitios contaminados de manera sostenible.

Palabras clave: Fijacion bioldgica de nitrégeno, acido indol acético, ACC desaminasa, Colletotrichum

gloeosporioides, sideroforos.

Introduccion

El mango (Mangifera indica L.) es originario del
Noroeste de la India, Region Indo-Birmanica, punto
de dispersion a otras areas tropicales y subtropicales
del mundo (Jain y Pryadarshan, 2009). Este cultivo
es uno de los principales frutos tropicales
producidos a nivel mundial, ocupando el quinto
lugar con una produccién superior a 30x10° t en
2014, siendo la India el principal productor con una
contribucion del 40%, seguido por China con 11%,
7% de Pakistan y México con 6%. El panorama
cambia positivamente para México en relacion a la
exportacién, ocupando el segundo lugar con el 21%,
solo superado por la India con el 23% (FAOSTAT,
2014).

En México, la produccion de mango en 2014 fue de
1.8x10° t; siendo las principales entidades
federativas productoras del fruto, en orden
descendente: Guerrero, Sinaloa, Nayarit, Oaxaca,
Chiapas, Veracruz, Michoacan, Colima y Jalisco
(SIAP, 2014). Sin embargo, constantemente la
produccion de mango es afectada por diversos
factores, tales como: el manejo de la fertilizacion y
las enfermedades.

El manejo de la fertilizacion constituye una de las
practicas determinantes para potenciar la expresion
genética de la planta, destinado a la produccion de
frutos (Avilan y Rengifo, 1992). Entre los
elementos quimicos mas importantes para el
crecimiento y desarrollo del arbol de mango se
encuentran Nitrégeno (N), Fésforo (P) y Potasio (K)
(Prieto et al., 2005). Esta demanda de nutrientes por
el cultivo se ve reflejado en los costos de
produccion, donde la fertilizacion representa el 22%
(Ayala-Garay et al., 2009). Por lo cual, manejos
inadecuados en este sentido pueden conducir a
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costos excesivos por la aplicacion de fertilizantes,
conduciendo a problemas de contaminacién
ambiental, asi como mayor susceptibilidad a plagas
y enfermedades por el cultivo.

El mango, como cualquier especie vegetal, es
susceptible a plagas y enfermedades que limitan su
productividad. La principal enfermedad en mango, a
nivel mundial, es la antracnosis -causada por el
hongo fitopatégeno Colletotrichum
gloeosporioides-, tanto en condiciones de campo
como en postcosecha (Rondon et al., 2006), donde
las pérdidas de produccién pueden alcanzar hasta el
60% (Kuo, 2001). Actualmente, el control
precosecha y postcosecha de la antracnosis se lleva
a cabo mediante la aplicacién de fungicidas
quimicos como bencimidazoles, imidazoles,
fungicidas de cobre, y ditiocarbamatos (Ploetz y
Prakash, 1997). Sin embargo, el uso de estos
fungicidas no es una practica econémica y
ambientalmente sustentable, ya que su uso excesivo
ha conducido a graves problemas de contaminacién
ambiental, residuos toxicos en los frutos y
resistencia de los patégenos (Wu et al., 2009),
ademas de grandes pérdidas econémicas ya que el
control de enfermedades representa el 14% de los
costos totales de produccion de este fruto (Ayala-
Garay et al., 2009).

En los dltimos afios ha surgido interés en el
desarrollo de sistemas integrales de fertilizacion y
combate a enfermedades a través de la inoculacion
de microorganismos con capacidad de estimular el
crecimiento vegetal y promover resistencia a
enfermedades, bajo diferentes mecanismos: fijacion
bioldgica de nitrégeno, produccion de fitohormonas,
siderdforos, antibidticos, enzimas (1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
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desaminasa, quitinasas, B-glucanasas y celulasas),
compuestos volatiles y solubilizacion de fosfato
(Emmert y Handelsman, 1999; Vessey, 2003;
Kennedy et al.,, 2004; Compant et al., 2005;
Hontzeas et al., 2006; Wu et al., 2009). Ademas,
diversas cepas de estos  microorganismos
promotores del crecimiento vegetal pueden
transferir, estabilizar, descomponer y/o degradar
contaminantes de suelo, sedimentos y agua, entre
los que destacan plaguicidas, explosivos, elementos
radiactivos, metales pesados e hidrocarburos
poliaromaticos, convirtiéndolos también en agente
biorremediadores de diversos ecosistemas (McGrath
et al., 2001; Lasat, 2002), a través de mecanismos
como la excrecion de compuestos quelantes,
acidificacion del microambiente, y por cambios en
el potencial redox (Jing et al., 2007).

Dentro de este grupo de microorganismos se
encuentra el género Burkholderia, comprendido por
al menos 17 pB-proteobacterias (Shommu et al.,
2015), las cuales ocupan diversos habitats y nichos
ecoldgicos. A pesar que algunas especies del género
Burkholderia han sido descritas como bacterias
patdgenas, la mayoria de éstas poseen la capacidad
de asociase a plantas promoviendo el crecimiento de
las mismas, asi como mostrar el potencial de ser
utilizados como agentes de biorremediacion (Akar
et al., 2005; Mahenthiralingam et al., 2008; Onofre-
Lemus et al., 2009; Senen-Barcos et al., 2015).

El presente trabajo se centrd en el aislamiento de
cepas de Burkholderia asociadas al cultivo del
mango en Meéxico, asi como en el estudio de la
diversidad genética y metabdlica de éstas. El
objetivo fue identificar cepas de este género con
capacidades metabdlicas de interés  agro-
biotecnoldgico, con potencial de ser utilizadas para
contribuir en el desarrollo del arbol, disminuir las
pérdidas causadas por la antracnosis, y biorremediar
sitios contaminados con metales pesados e
hidrocarburos.

Materiales y métodos

Sitios de estudio

Huertas de mango v. Ataulfo localizadas en tres de
las principales entidades federativas productoras de
este fruto en México fueron seleccionadas: Chiapas
con una produccion anual de 1.4x10° t, Oaxaca
1.7x10* t y Michoacan 7.0x10% t (SAGARPA,
2014); en los municipios de Tapachula (14°56'00"
N y 092°16'00" O, 179.0 MSNM, 26.4 °C y 2,037.1
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mm de precipitacion promedio anual), Chahuites
(16°15'00" N y 094°14'00" O, 35.0 MSNM, 27.4 °C
y 1,010.4 mm de precipitacion promedio anual) y
Apatzingan (19°06'4.7" N y 102°12'51.4" O, 477
MSNM, 27.3 °C y 808.7 mm de precipitacién
promedio anual), respectivamente (SMN, 2014).

Muestreo

Muestras de suelo, hoja y fruto fueron colectadas de
los sitios de estudio de manera aleatoria. Estas
fueron colocadas en cdmaras himedas a 4 °C para
su traslado al laboratorio, y posterior andlisis
microbioldgico.

Aislamiento de cepas de Burkholderia.

El medio BAz fue utilizado para el aislamiento de
cepas de este género, teniendo la siguiente
composicién (g I'l): 0.4 K,HPO,, 0.4 KH,PO,, 0.2
MgSQO,, 0.02 CaCl,, 0.01 FeClz, 0.002 Na;MoOy,
0.5 extracto de levadura, 0.075 azul de bromotimol,
0.08 cicloheximida y 5.0 arabinosa; pH 6.0 (Estrada
de los Santos et al., 2001). Las hojas y frutos fueron
lavados y desinfectados superficialmente con agua,
alcohol al 70% e hipoclorito de sodio al 4%. 10 g de
muestra de suelo o material vegetal (desinfectado)
fueron macerados en 90 ml MgSQO, 0.01 M estéril, y
homogenizado durante 1 h a 150 rpm.
Posteriormente, se realizd la siembra de esta
suspension por el método de diluciones seriales,
para lo cual el material macerado y homogenizado
fue llevado hasta la dilucién 10,y 1 ml de ésta fue
inoculado en cajas de Petri conteniendo los medios
de cultivo utilizados. Las cajas de Petri inoculadas
fueron incubadas a 28 + 2 °C durante siete dias.

Identificacién Molecular

Los aislados microbianos obtenidos fueron
caracterizados molecularmente para su
identificacion taxonomica. Para lo cual, DNA de
éstos fue extraido mediante el kit Fungal Bacterial
DNA (Cat. D6005) Zymo Research, el cual fue
utilizado como templado para la amplificacion del
gen 16S RNAr bajos las condiciones reportadas por
Weisburg et al. (1991). Los amplicones obtenidos
fueron purificados mediante el kit GFX PCR DNA
and Gel Band Purification (Cat. 28-9034-70)
Illustra, secuenciados y comparados con las
secuencias del gen 16S RNAr de otras cepas de
Burkholderia depositadas en el banco de genes del
NCBI.
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Analisis Filogenético

Las secuencias del gen 16S RNAr obtenidas fueron
alineadas utilizando el programa ClustalX 2.0.12
(Thompson et al., 1997), y el programa MEGA 4.0
fue utilizado para construir el arbol filogenético de
éstos mediante el método Neighbor-Joining. La
secuencia del gen 16S RNAr de Bradyrhizobium sp.
(No. de acceso AB105539) fue utilizada como
grupo externo. La estabilidad de los clados fue
evaluada con un reensamble de bootstrap igual a
1000. Las secuencias obtenidas fueron depositadas
en el banco de genes del NCBI. Los aislados
identificados molecularmente como especies del
género  Burkholderia  fueron  caracterizados
metabolicamente, como se muestra a continuacion.

Caracterizacion Metabdlica

Fijacion Biologica de Nitrégeno. La Actividad de
Reduccion de Acetileno (ARA) fue cuantificada en
las cepas de Burkholderia obtenidos, para lo cual
5x10° células fueron inoculados en viales
conteniendo medio Baz semisélido (1.8 g L™ agar)
como medio de cultivo. Los viales inoculados
fueron incubados a 28°C durante seis dias;
posteriormente 10% del aire en éstos fue sustituido
por acetileno (Cavalcante y Dobereiner, 1988). La
concentracion de etileno producida por cada aislado
fue estimada usando un cromatdgrafo de gases
Hewlett Packard modelo 7890A, acoplado a un
detector de ionizacion de flama Hewlett Packard
modelo 6890.

Produccién de Acido Indol Acético (AIA). 5x10°
células de cada cepa fueron inoculadas en tubos de
polipropileno con capacidad de 50 ml, conteniendo
30 ml de medio liquido Baz suplementado con 100
pg ml™ de triptéfano. Los tubos inoculados fueron
incubados a 28 °C y 100 rpm, durante seis dias.
Después del periodo de incubacidn, 1 ml de cultivo
bacteriano fue centrifugado a 13 000 rpm por 10
min, y 2 ml de reactivo de Salkowski fueron
agregados a 1 ml del sobrenadante. La reaccion se
incub6 en oscuridad y a temperatura ambiente por
20 minutos (Glickmann y Dessaux, 1995). Las
muestras fueron medidas a 540 nm en un
espectrofotometro TECAN modelo GENios.

Actividad ACC Desaminasa. La actividad 1-
aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa fue
cuantificada inoculando 5x10° células de cada cepa
obtenida, en 10 ml de Medio Sintético (MS)
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(Yedidia et al., 1999), con un periodo de incubacion
de cuatro dias a 28 °C y 100 rpm. La biomasa total
obtenida fue transferida a 5 ml de MS sin Amonio y
con ACC 3 mM, incubado por tres dias a 28°C y
100 rpm. Al finalizar el periodo de incubacién, los
cultivos fueron resuspendidos en un volumen de
Buffer Tris 0.1 M (pH 8.5). 25 pl de Tolueno fueron
adicionados a una alicuota de 200 pl de suspensién
celular, agitandose vigorosamente por 30 s.
Posteriormente 20 pl de una solucién de ACC 0.5
M fueron agregados, incubandose a 30°C por 15
minutos. Finalizado este periodo de incubacion, 1
ml de HCI 0.56 N fue adicionado. Los lisados
fueron centrifugados a 10 000 rpm durante 10 min,
y 800 pl de HCI 056 N y 300 pl de 2,4-
dinitrofenilhidrazina (0.2 g en 100 ml de HCI 2 N)
fueron agregados a 1 ml del sobrenadante. Después
de incubar a 30 °C por 30 min, 2 ml de NaOH 2 N
fueron agregados, y la absorbancia fue medida a
540 nm. La actividad ACC desaminasa fue
determinada por la cantidad de a-cetobutirato
producida por la desaminacion de ACC (Viterbo et
al., 2010). La cantidad de proteina fue cuantificada
por el Método de Bradford (Bradford, 1976).

Actividad antagonica in vitro. Ensayos de
confrontacion in vitro fueron realizados entre las
cepas estudiadas y C. gloeosporioides ATCC MYA
456. Para esto, cajas de Petri conteniendo Agar
Papa Dextrosa (PDA), pH 6.0 fueron inoculadas (en
el centro) con 2x10° esporas de C. gloeosporioides
ATCC MYA 456 y con 1 x 10° UFC de cada una de
las cepas obtenidos, alrededor del hongo
fitopatogeno. Las cajas Petri inoculadas fueron
incubadas a 28 + 2 °C durante siete dias,
posteriormente el porcentaje de inhibicion de
crecimiento de C. gloeosporioides ATCC MY A 456
fue determinado de acuerdo con Schmidt et al.
(2009).

Produccion de siderdforos. La técnica del Chrome
Azurol S agar (CAS agar) fue utilizada en este
ensayo, inoculando 1 x 10° UFC de cada una de las
cepas de Burkholderia en el medio de cultivo
mencionado, el cual fue preparado a partir de cuatro
soluciones estériles. La solucion indicadora Fe-CAS
(solucién 1) se prepar6é con 10 ml de FeCl; 1 mM
(disuelto en HCI 1 mM) y 50 ml de CAS (1.21 mg
ml™), a la solucién azul resultante se le agregaron
40 ml de CTAB (1.82 mg mI™). La solucién buffer
(solucion 2) fue preparada disolviendo 30.24 g de



de los Santos-Villalobos et al. / Revista Latinoamericana de Recursos Naturales 11 (2): 78-86, 2015

PIPES en 750 ml de una solucion de sales que
contenia 0.3 g KH,PO,4, 0.5 g NaCl y 1.0 g NH4CI,
el pH fue ajustado a 6.8 con KOH al 50%, el
volumen se ajusté a 800 ml y se agregaron 15 g de
agar. La solucién 3 se prepard disolviendo 2 ¢
glucosa, 2 g manitol, 493 mg MgSQy,, 11 mg CaCl,,
1.17 mg MnSO,, 1.4 mg H3BOs;, 0.04 mg CuSO,,
1.2 mg ZnSO, y 1.0 mg Na,MoQ, en 70 ml de agua.
Una solucién de 30 ml de casaminoacidos al 10%
fue esterilizada por filtracion (solucion 4). Todas las
soluciones fueron mezcladas cuidadosamente
dejando al final la solucién 1 (Alexander y Zuberer,
1991).

Deteccion de la naturaleza quimica de los
sideréforos. 1 x 10° UFC de cada una de las cepas
de Burkholderia fueron cultivadas en medio liquido
Baz, a 28 °C durante tres dias a 100 rpm; la biomasa
celular fue centrifugada a 10 000 rpm por 10 min.
La naturaleza quimica de los siderdforos producidos
fue determinada en el sobrenadante mediante su
analisis espectrofotométrico después de su reaccion
con FeCl; 2% (Hidroxamatos y catecolatos) y
CuSO, 250 pM/buffer de acetato pH 4.0
(carboxilatos) (Baakza et al., 2003).

Tolerancia a plomo (Pb). La capacidad de tolerar
gradientes de concentraciones de Pb por las cepas
obtenidas fue evaluada utilizando Pb(NOs),. El
medio de cultivo Baz fue utilizado (eliminando las
fuente de fosfato, para evitar la precipitacion de este
metal pesado), adicionado con concentraciones de
50, 100, 250 y 500 pg ml™ de Pb. Las cajas de Petri
conteniendo el medio de cultivo descrito fueron
inoculadas con 1 x 10° UFC de cada uno de las
cepas de Burkholderia obtenidas, incubandolas a 28
+ 2 °C durante siete dias. Después del periodo de
incubacion, el crecimiento celular de los aislados
fue determinado (Massadeh et al., 2005).

Tolerancia a fenantreno. Las cepas de Burkholderia
obtenidas fueron evaluadas para la capacidad de
tolerar ~ concentraciones  incrementadas  de
fenantreno. Este ensayo fue desarrollado en el
medio de cultivo Baz sin fuente de carbono, y
adicionado con 100 pl de fenantreno a 50, 100, 250
y 500 pg ml? (disuelto en etanol absoluto).
Posteriormente, 1 x 10° UFC de cada una de las
cepas fueron inoculados, y las cajas de Petri fueron
incubadas a 28 + 2 °C por siete dias, evaluando el
crecimiento de éstos (Kim et al., 2003).
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Analisis estadisticos

Todos los experimentos fueron replicados
independientemente tres veces. Los datos obtenidos
fueron analizados por la prueba de andlisis de
varianza (ANOVA) de una via y el método de
Tukey—Kramer (P = 0.05), utilizando el software
JMP-SAS v 8.0.2.

Resultados y discusién

Caracterizacion microbioldgica y molecular de los
aislados obtenidos

El presente trabajo se enfocd en el aislamiento de
cepas del género Burkholderia asociadas al cultivo
del mango en México, asi como en el estudio de la
diversidad genética y metabdlica de éstas. El género
Burkholderia es de gran importancia ecoldgica, ya
que ha sido reportado como uno de los mas diversos
en términos metabodlicos y funcionales, es decir,
desde bacterias patégenas de plantas y humanos,
cepas promotoras del crecimiento vegetal, hasta
agentes de biorremediacion promisorios
(Mahenthiralingam et al., 2008; Onofre-Lemus et
al., 2009).

La caracterizacion microbiolégica y molecular de
los microorganismos obtenidos en los sitios de
estudio indicé la presencia de tres aislados
pertenecientes al género Burkholderia. Los cuales
fueron obtenidos solo de las muestras de suelo, esto
debido a la gran complejidad, riqueza en nutrientes
y estrategias de proteccion que este sistema
representa en relacion a otros hébitats (i.e. hojas y
frutos), permitiendo el exitoso establecimiento de
microorganismos (Garbeva et al., 2008). La
caracterizacion molecular de estos tres aislados,
mediante la secuenciacion del gen 16S RNAr,
mostro la presencia de dos especies B. caribensis y
B. cepacia, especificamente B. caribensis XV, B.
caribensis XVI y B. cepacia XXVI, los cuales
fueron aislados de Chahuites, Oaxaca (B. caribensis
XV) y Apatzingan, Michoacan (B. caribensis XVIy
B. cepacia XXVI). La obtencidén de estos aislados
del género Burkholderia en huertas de mango indica
su asociacion con este cultivo, siendo previamente
reportado dicho aislamiento de hojas de mango
maduras (Jager et al., 2001). Ademas, estudios
filogenéticos de los aislados obtenidos mostrd la
formaciéon de un grupo monofilético, el cual se
divide en 2 clados soportados con valores de
bootstrap de 97% (B. caribensis) y 86% (B.
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cepacia) (Figura 1). Por otra parte, aislados
pertenecientes a este género no fueron obtenidos de
huertas de mango ubicadas en Tapachula, Chiapas,
sin embargo, no existen evidencias en campo del
potencial impacto del manejo agricola sobre la
presencia y/o aislamiento de cepas de Burkholderia
en este sitio de estudio.

El aislamiento de B. caribensis XV, B. caribensis
XVI y B. cepacia XXVI no mostré una fuerte
correlacién con las caracteristicas fisicoquimicas y
nutrimentales del suelo, ya que de acuerdo con de
los Santos-Villalobos et al. (2013), los sitios de
estudio presentaron diferencias significativas en
relacion a estas caracteristicas, observando mayor
contenido de materia organica (3.2%), nitrégeno
(20.6%) y Capacidad de Intercambio catiénico (56.1
Meq 100g™Y) en Apatzingdn vs. Tapachula y
Chahuites.

Caracterizacion metabdlica de las cepas obtenidas
En relacion a la caracterizacion metabdlica de las
cepas de Burkholderia obtenidas se observaron
diferencias significativas en los pardmetros
estudiados (Tabla 1). El ensayo de reduccion de
acetileno (ARA) fue positivo para las tres cepas,
aunque en diferentes valores, indicando su potencial
agronémico como fijador de nitrégeno atmosférico,
permitiendo disminuir la dosis de aplicacion de
fertilizantes nitrogenados a los cultivos agricolas;
los valores cuantificados para estas cepas son
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promisorios ya que se encuentran en el rango medio
en comparacion con los valores de ARA reportados
para otras especies de Burkholderia (Xie et al.,
2003; Onofre-Lemus et al., 2009). La produccion de
AIA (auxina) fue positiva sélo para la cepa B.
caribensis XVI, aunque presentando valores bajos,
2 +0.2 ug ml™* (Hernandez et al., 2004; Tsavkelova
et al., 2005). Las auxinas son un grupo de
compuestos involucrados en la regulacion del
desarrollo de las plantas, i.e. influyen en el
crecimiento, la division celular y la formacion de
raices (Gravel et al., 2007). De esta manera, el uso
de microorganismos capaces de producir esta
fitohormona en el sector agricola es recurrente,
principalmente aquellas cepas microbianas capaces
de biosintetizar el acido indol acético (auxina
natural mas importante), entre los géneros
microbianos mas importante por su produccion de
AIA  destacan:  Azospirillum,  Azotobacter,
Pseudomonas, Rhizobium (Loredo-Osti et al.,
2004).

La actividad ACC desaminasa solo fue observada
en la cepa B. caribensis XV, presentando una
actividad de 538.4 + 9.0 nmoles de a-cetobutirato
mg™ de proteina h™; este valor es superior a los
reportados en otras especies de  Burkholderia
(Saravanakumar y Samiyappan, 2007; Shaharoona
et al., 2006). Sin embargo, Penrose y Glick (2003)
han reportado que una actividad de 20 nmoles de a-
cetobutirato mg™ de proteina h™ es suficiente para

Burkholderia caribensis GU144372

L
Burkholderia caribensis Y17010

Burkholderia caribensis Y17009

XVI

Burkholderia cepacia GU048852
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R

Burkholderia cepacia HM224392

Burkholderia cepacia U96927

Bradyrhizobium sp. ABI05539

Figura 1. Arbol filogenético de los aislados de Burkholderia, generado mediante el analisis de las secuencias del gen 16S
rRNA, e inferido por el método de Neighbor-Joining utilizando MEGA 4.0. Bradyrhizobium sp. (No. de acceso AB105539)
fue utilizado como grupo externo. Los nimeros indican el porcentaje (> 50) de re-ensamble de bootstrap igual a 1000.
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Tabla 1. Caracterizacion metabélica de las cepas obtenidas.

Parametro Cepa
XV XVI XXVI

Especie B. caribensis B. caribensis B. cepacia
No. de acceso HM582869 HM582870 HM582873
ARA? 60.3+0.2 279105 371+6.6
Producci6n de AIA® 0 20+0.2 0
Actividad ACC Desaminasa® 538.4+£9.0 0 0
Produccidn de sider6foro (diametro) +(1cm) +(1cm) +(3cm)
Tipo de sider6foro Carboxilato Carboxilato Hidroxamato
Inhibicién de C. gloeosporioides ) ) (+)
Tolerancia a fenantreno® 0 ++ ++ ++

50 ++ ++ ++

100 ++ ++ ++

250 + + ++

500 + + ++
Tolerancia a Pb® 0 ++ ++ ++

50 ++ ++ ++

100 ++ ++ ++

250 - - -

500 - - -

*Actividad de reduccién de acetileno (nmoles de etileno mI? de medio h™); Acido Indol Acético (ug ml™); “Actividad 1-

. . . . . -1 , -1y.
aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa (nmoles de a-cetobutirato mg  de proteina h ); fenantreno (g mI™); ®Plomo (ug ml°
1); (+) Positivo; (-) Negativo; ++ Crecimiento; + Crecimiento moderado; — No crecimiento.

causar promocion de crecimiento vegetal, ya que en
estos rangos de actividad enzimética, la produccion
de ACC por la planta es el factor limitante. Asi,
utilizando este mecanismo, los microorganismos
son capaces de promover el crecimiento vegetal a
través de la disminucion de los niveles de etileno en
las plantas (raiz), desaminando el  precursor
inmediato del etileno, el ACC, lo cual conduce a la
produccion de insumos para la especie vegetal, tales
como: NH," y o-cetobutirato (Glick et al., 1998)

La produccion de sideroforo fue positiva para las
tres cepas, se observaron diferencias en el nivel de
produccion y en su clase, ya que las cepas B.
Caribensis XV y B. Caribensis XVI mostraron la
capacidad de producir sideréforos de tipo
carboxilato (1 cm de didmetro), mientras que el
aislado B. cepacia XXVI el tipo hidroxamato (3 cm
de diametro). Sin embargo, Unicamente la cepa
XXVI mostrd la capacidad de inhibir el crecimiento
de C. gloeosporioides ATCC MYA 456 (agente
causal de la antracnosis), sugiriendo que el
desarrollo de este hongo patdgeno es altamente
dependiente de hierro, asi un ambiente limitado de
este elemento (i.e. accion del siderdforo) resultard
en su inhibicién (Santoyo et al. 2010). Ademas, la
produccion de sideréforo en estas cepas puede estar
involucrada en la captura de otros metales de baja
disponibilidad necesarios para su metabolismo, por
ejemplo, molibdeno y vanadio, cofactores para la
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enzima nitrogenasa involucrada en la fijacion
biolégica de nitrégeno (Rosconi et al., 2006;
Wichard et al., 2009), contrastando con la actividad
ARA de los microorganismos en estudio.

La evaluacién de la capacidad de las cepas
obtenidas de crecer en gradientes de concentracion
de Pb vy fenantreno, resultdé en evidenciar la
tolerancia de éstas a dichos compuestos, hasta 100
pg ml™ (concentracién minima inhibitoria) y 500 ug
ml*  (concentracion ~ maxima  evaluada),
respectivamente. Probablemente, la produccion de
sider6foro por estas cepas tiene un papel
determinante en la tolerancia a Pb, ya que puede
quelar este elemento con valencia Pb*? (Naik y

Duvey, 2011; Rajkumar et al., 2010). Esta
caracterizacién es de importancia ya que metales
pesados como Pb, As, y Cd ingresan

constantemente a los suelos por medio de diversas
actividades agricolas e industriales (Khan, 2005).
Por otra parte, la tolerancia a fenantreno amplia el
potencial uso biotecnoldgico de estas cepas en los
graves problemas de contaminacién ambiental
causada por la extraccién de petréleo, el cual
contamina el aire, agua y suelo, inclusive en el
sector agricola. El valor observado para nuestras
cepas se encuentra en el rango de aquellos
microorganismos reportados como altamente
tolerante a fenantreno (Liu et al., 2014), sugiriendo
su aplicacién de manera individual o en co-
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interaccion con plantas para generar sistemas de
fito-remediacion sostenible.

Conclusiones

El género Burkholderia se encuentra asociado a la
rizosfera del arbol de mango, donde el manejo
agronémico de las huertas no mostré6 un efecto
significativo sobre la poblacion o diversidad
genética y funcional de este género.

Las cepas de Burkholderia obtenidas mostraron
gran diversidad metabdlica, la cual puede ser
utilizada en la produccion sostenible de alimentos
y/o en la remediacion de sitios contaminados,
disminuyendo los costos econémicos y ambientales
por las actividades agricolas e industriales actuales.
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