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ABSTRACT. Burkholderia (Pseudomonas) cepacia is a plant growth promoting rhizobacteria that could
improve maize productivity. In this work we studied some properties of B. cepacia strain 0057 in relation
to interaction with maize. Spermosphere effect, chemostatic response, indolic compounds and sideropho-
res production were evaluated. We observed inhibitory effect on bacterial growth by maize seeds and
their soluble extracts. Root exudates had positive chemiostatic effect. We founded indolic compounds pro-
duction (20.1 ug/ml) and siderophore presence. We think that this microorganisms could improve maize
production.
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RESUMEN. Burkholderia (Pseudomonas) cepacia es una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal
que puede contribuir al desarrollo y productividad del cultivo del maiz. Este trabajo consistit en estudiar
algunas propiedades de B. cepacia (0057) que pueden ser fundamentales para entender mejor su
comportamiento al interaccionar con plantas de maiz. Se evalué el efecto espermosfera, la respuesta
quimiotictica, la produccion de compuestos indélicos y la produccién de sideréforos en la cepa 0057 de B.
cepacia. Se observé un efecto inhibitorio de las semillas de mafz y de sus extractos solubles sobre esta
rizobacteria. Los exudados radicales presentaron um efecto quimiotfictico positivo, sobre todo los
obtenidos a los 14 dias de edad de las plantas. Se demostrd Ia produccién de 20.1 pg/ml de compuestos
indolicos, asi como la presencia de sideréforos en la cepa estudiada. Las capacidades de B. cepacia
determinadas en este estudio posibilitan conocer mejor este género bacteriano, su interaccion con las
plantas y su potencial para ser utilizado como un inoculante promotor del desarrollo vegetal.
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INTRODUCCION

Durante varias décadas se han utilizado bacterias aisla-
das de la rizosfera de diferentes cultivos como inoculantes
microbianos, comprobindose que éstas son capaces de in-
fluir positivamente sobre la germinacién de las semillas y
posteriormente en el desarrollo de las rafces e incrementar
el rendimiento de las cosechas en plantas de interés agrico-
la, asi como en la fertilidad de los suelos.

El efecto benéfico de las rizobacterias radica en dife-
rentes mecanismos a través de los cuales ejercen su accidn
(produccién de fitohormonas, sideréforos, etc) con fre-
cuencia se especula cientificamente sobre cual es la contri-
bucién precisa que aportan a las plantas, ¥ coémo es que
este efecto se traduce en el incremento del rendimiento de
las mismas® y/o en el control biolégico de patégenos.”
Con relacién a este aspecto se plantea la hipétesis aditiva*
donde probablemente mas de un mecanismo estd involu-
crado en la asociacién y operan simultineamente o en su-
cesion.

No se debe soslavar la inconsistencia en las respuestas

de los vegetales cuando se inoculan con rizobacterias pro-
motoras del crecimiento vegetal. Por lo anterior es de gran
importancia conocer el comportamiento de las rizobacte-
rias en el ambiente espermosférico debido a que las semi-
llas en proceso de germinacién exudan compuestos solu-
bles como azlicares, aminoécidos, 4cidos organicos®® y
compuestos volatiles® como acetaldehido, etanol, metanol,
etc. El establecimiento de las bacterias en la rizosfera pue-
de influir en la colonizacion radical y/o en la eficiencia de
su accién, siendo necesario destacar que la composicién de
nutrientes es diferente en la zona espermosférica con res-
pecto a la rizosfera.!?

La atraccion quimiotdctica de especies bacterianas
hacia exudados radicales ha sido plenamente demostrada'*
cada especie de planta dispone de un conjunto de especies
microbianas que pueden vivir en asociacién con sus rai-
ces.?

En la actualidad diversas investigaciones avalan que
Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepacia) constituye
uno de los principales grupos de rizobacterias con propie-
dades beneficiosas asociados al cultivo del maiz,"? por lo
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que el presente trabajo tiene como objetivo estudiar algu-
nos factores que inciden en el establecimiento de estas po-
blaciones bacterianas en la rizosfera del cultivo del maiz,
mediante la determinacién de propiedades tales como el
efecto espermosfera y la quimiotaxis de la interaccion
planta-bacteria, ademds de evaluar el potencial de produc-
cién de fitohormonas (auxinas) y sideréforos en la cepa
estudiada,

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico. Se utilizé la cepa 0057 de B. ce-
pacia procedente del cepario nacional de microorganismos
ubicado en la Facultad de Biologia de la Universidad de la
Habana, Cuba.

Material vegetal. Se emplearon semillas de maiz de
la variedad “Francisco mejorado™ procedentes del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas de la Habana, Cuba,

Evaluacién del efecto de espermosfera de semillas
de maifz sobre B. cepacia. Las semillas se desinfectaron
con cloturo mercirico al 0.5% durante siete min. Se enjua-
garon con agua destilada estéril en abundancia. Sobre la
superficie del medio agar nutritivo, depositado en cajas
Petri, se adicionaron 0.5 ml del cultivo bacteriano a una
concentracion de 10° UFC/ml para formar un césped de
microorganismos, colocandose 4 semillas en cada caja Pe-
tri. Como testigos negativos se emplearon semillas de maiz
esterilizadas en autoclave (15 Ib/in?, 15 min,) y tratadas de
la misma forma que las anteriores. Las cajas Petri se incu-
baron a 30°C durante 48 h. El efecto de las semillas en vias
de germinacién sobre el crecimiento bacteriano se evalud
midiendo el halo de inhibicién alrededor de cada semilla,
empleando una regla milimétrica,

Efecto de los extractos acuosos de semillas de maiz
sobre B. cepacia (efecto espermosfera). Las semiilas se
desinfectaron y lavaron de la misma manera que en el inci-
so anterior. Se dejaron embebiendo segin 1a proporcién de
2.5 g de semillas en 3.5 ml de agua destilada estéril durante
una hora en condiciones de esterilidad. Finalmente se des-
echaron las semillas y se emple6 el agua de remojo para
medir su efecto sobre el crecimiento bacteriano a una con-
centracion de 10® UFC/m). Como testigo negativo se utili-
z0 agua destilada estéril. Las cajas Petri se incubaron a
30°C durante 48 h. Se midié el halo de inhibicién alrededor
de cada muestra de extracto acuoso de las semillas,

Efecto quimiotictico, Para la germinacion de semi-
llas de maiz variedad “Francisce mejorado”, las semillas se
desinfectaron con cloruro merctirico al 0.5% durante siete
min. El cloruro mercirico se eliminé por decantacién y se
enjuagaron con agua destilada estéril abundante. Se colo-
caren en cajas Petri con medio de papa dextrosa agar a
temperatura ambiente para facilitar la germinacién y detec-
tar las semillas contaminadas.

Cultivo de plantas en sistemas hidropénicos. Se se-
leccionaron las plantulas libres de conmtaminacién para
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transferirlas a sistemas de cultivo hidropénico esteriliza-
dos," conteniendo solucién nutritiva de Hoagland dilulda
1:2. Se colocaron tres plantulas en cada sistema. Se incuba-
ron bajo un fotoperiodo de 14 h luz—10 h oscuridad a tem-
peratura entre 26 — 30°C. Se desmontaron semanalmente
tres sisternas de cultivo, los exudados colectados se utiliza-
ron para evaluar el efecto quimiotictico en la cepa estudia-
da.

Evaluacién del efecto quimiotdctico de los exuds-
dos radicales sobre B. cepacia. Para determinar el efecto
quimiotictico de los exudados radicales' se emplearon ca-
maras de quimiotaxis de acrilico, con algunas moditicacio-
nes.'” La cAmara consta de dos orificios y un pozo. En el
pozo se colocaron 0.5 mi de suspension bacteriana ajustada
a una concentracién de 10* células/ml, se observé 90 % de
motilidad mediante microscopia de contraste de fases. Se
permiti¢ la entrada de las bacterias a los capilares a tiem-
pos de 20, 40 y 60 min de exposicién. Posteriormente fue-
ron extraidos los capilares y su contenido se diluy6 en agua
destilada estéril para tomar alicuotas de 100 ul y sembrar-
las en cajas Petri conteniendo medio agar nutritivo. Se in-
cubaron a 30°C durante 48 h Se cuantificé el nimero de
UFC/ml,

Produccién de compuestos indélicos. Para el indculo
microbiano se utilizd medio lquido'™ conteniendo dl-
triptéfano a una concentracion de 0.1 g/litro.2> Se prepard
un preindculo en matraces Erlenmeyer de 50 ml con 19 ml
de medio, se colocaron en agitacion (150 rpm) a 30°C du-
rante 24 h. Posteriormente se inocularon al 1% matraces
Eerlenmeyer de 100 ml con 20 ml de medio de cultivo por
duplicado, los cuales fueron colocados en agitacién duran-
te 48,

La extraccidn se realizé a partir de cultivos que se cen-
trifugaron a 15,000 rpm durante 20 min. Se tomaron 5 ml!
del sobrenadante para realizar la extraccién, La muestra se
acidificé con HCL 1N hasta un pH 2.8 — 3. Se realizaron
fres extracciones con acetato de etilo (1:1) y se unieron las
fases orgénicas. Se evaporaron en rotoevaporador y se re-
suspendieron en 1 ml de metanol,”

La cuantificacién se realizé mezclando 20 pl del reac-
tivo de Salkowski. Se calentd a 60°C durante 5 min y se
afiadié 1.5 ml de metanol, agitindose bien y leyéndose a
540 nm. Previamente se realizé una curva patrén de acido
indol acético en un intervalo entre 20 y 100 pg/ml.

Produccién de sideréfores. Se preparé un inéculo
microbiano utilizando el medio King B (liquido). A partir
de un preindculo preparado en matraces Erlenmeyer de
100 ml con 20 m1 de medioc de cultivo y crecido durante 24
h a 37°C, se inocularon al 1% matraces Erlenmeyer de 1
litto con 250 ml de medio y se incubaron durante 96 h a
37°C. La extraccion. se realiz6 en forma de desferrisiderd-
foro,™ adicionando al cultivo microbiano FeCl; 1M a ra-
z6n de 4 mblitro. Posteriormente los cultivos fueron agita-
dos y centrifugados a 10,000 rpm durante 20 min. Los so-
brenadantes se esterilizaron por filtraron utilizando una
membrana de 0.2 pm y se liofilizaron. Posteriormente fue-



Asociacidn Latinpamericana de Microbiologia

ron resuspendidos en | ml de agua desionizada saturdndose
con NaCl.

La extraccién se realizdé con la mezcla cloroformo—
fenol (1:1). La fase orgénica se mezcl6 con tres vollimenes
de eter dietilico y se extrajo con agua desionizada hasta
lograr desaparicién total del color. El extracto acuoso obte-
nido se lavd tres veces con eter dietilico. Se concentrd me-
diante evaporacién en rotoevaporador a 55°C. Finalmente
las muestras se diluyeron en 1 ml de agua desionizada. Pa-
ra la cuantificacién, el extracto de sideréforo crudo se leyd
a 400 nm contra agua desionizada. La concentracidén se
determin aplicando el coeficiente de extincién molar.

Los extractos de sideréforos producidos por la cepa
estudiada fueron purificados mediante cromatografia de
intercambio idnico en CM-Sephadex. Se wtilizé una co-
lumna de vidrio C (Pharmacia Fine Chemicals, 15 x 500
mm), utilizando carboximetil Sephadex, equilibrada pre-
viamente con regulador piridina-acetato 50 mM, pH 5. Las
muestras fueron eluidas de la columna con el regulador de
fijacidn a una velocidad de 20 mlh y las fracciones colec-
tadas (3 mli) se leyeron a 405 nm. Todos los procedimien-
tos se realizaron a temperatura ambiente. La pureza se de-
termind por cromatografia, utilizando la silica gel G y ia
mezcla etanol-agua (70:30) como sistema de solventes. Las
placas fueron observadas mediante luz ultravioleta (UV).

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacién del efecto espermosfera. La zona de in-
fluencia alrededor de las semillas en proceso de germina-
cién conocida como espermosfera, tiene importancia en la
interaccién planta-microorganismos, influyendo en el esta-
blecimiento temprano de esta asociacién. Las semillas du-
rante su proceso de germinacidn pueden excretar diferentes
compuestos quimicos que ejercen un efecto de estimula-
cién o inhibicién sobre los microorganismos que se en-
cuentran a su alrededor. La fig. 1 muestra que existe un
efecto inhibitorio de las semitlas de meiz de la variedad
“Francisco mejorado”™ sobre la cepa de B. cepacia estudia-
da, se pueden estar liberando diferentes compuestos que
son capaces de afectar el crecimiento bacteriano, Existen
estudios”’ donde se hace evidente que las semiilas de maiz
en vias de germinacion liberan metabolitos que son dafli-
nos para los microorganismos, tales como metanol, acetal-
dehido, etanol, 4cido férmico, etileno y propileno.

La tabla 1 refleja los halos de inhibicién de crecimiento
bacteriano expresados en milimetros, donde se corrobora
que durante el proceso de germinacidn, la poblacidn bacte-
rigna sufre afectaciones para poder multiplicarse y lograr
establecerse en las semillas. Este efecto también puede es-
tar determinado por factores propios de la semilla como el
genotipo, la presencia de fungicidas y en algunos casos el
pH de su superficie.”

Investigaciones realizadas'’ demuestran la diferente
sensibilidad de cepas bacterianas enddgenas e inoculantes
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Fig. 1. Efecto espermosfera. A; semillas viables B: Semi-
Has no viables

Fig. 2. Efecto espermosfera. A, exiractos acuosos de se-
millas; B, agua destilada estéril

a los compuestos volatiles y a los extractos acuosos de dos
variedades de arroz. Este efecto es también observado en
nuesiros resultados. La fig. 2 refleja la inhibicién det creci-
miento de B. cepacia cuando es enfrentada a extractos so-
lubles de las semillas de maiz empleadas. La tabla 2 pre-
senta los halos de inhibicién evaluados, los cuales fueron
menores a los observados con semillas de maiz.Los com-
puestos voldtiles y los extractos acuosos de las semillas
poseen diferente composicién quimica puesto que proce-
den de etapas distintas dentro del proceso de germinacién
donde la glicolisis, el ciclo del Acido tricarboxilico y el ci-
clo de las pentosas operan cominmente aunque no son de
igual importancia en las diferentes fases de la germina-
cion.?

Los inoculantes comerciales utitizados en la actualidad
prestan especial atencidn a la concentracidn bacteriana,
quedando claramente demostrado la diferencia existente
entre el indculo aplicado y el que realmente sobrevive en la
semilla y gjerce su efecto beneficioso sobre el cultivo. Re-
sultados satisfactorios® se han obtenido al utilizar inéculos
de Azospirillum con un nimero elevado de células viables
dentro de semillas preemergentes.

Diversos autores han evaluadoe utilizar diferentes for-
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Tabla 1. Evaluacion del efecto espermosfera por semillas
en vias de germinacidn.

Interaccién Maiz - Burkholderia cepacia

Tabla 2: Evaluacion del efecto espermosfera por extractos
acuosos de semillas en vias de germinacidn

Burkholderia cepacia Burkholderia cepacia
I 2 3 4 5 1 2 3 4 5

4.1 5.0 5.2 4.7 4.5 44 * 39 38 3.7 4.1

4.3 4.5 4.7 5.2 5.0 4.5 5.0 42 4.1 4.0

58 5.3 5.0 49 4.8 3.8 4.3 39 3.5 3.8

52 4.9 3.8 4.9 4.6 5.1 4.4 4.0 49 3.7
485* ] 492 4.67 492 4.72 4,45 4.4 3.97 4.05 39
+0.69 +0.28 +0.53 +0.18 +0.19 +0.46 £0.39 +0.15 £0.54 £0.16

*Dismetro de halo de inhibicién en mm
**Promedio y desviacién estandar

mas de inoculacién con ¢l propdsito de proteger a los mi-
croorganismos, ademés han estudiado algunos soportes
inertes que faciliten la lenta liberacion microbiana y asi
disminuir ¢l riesgo de su afectacidn, sobresatiendo los estu-
dios de microencapsulacidn.’

Quimiataxis de la interaccién planta-bacteria. Los
exudados radicales de maiz colectados durante 7, 14 y 21
dias a través del sistema axénico utilizado (fig. 3) pueden
contener diferentes sustancias liberadas por las raices de
las plantas, las cuales pueden ser metabolizadas por dife-
rentes especies bacterianas. Diversos estudios'® avalan que
en los exudados radicales se encuentran presentes com-
puestos tales como azicares y aminodcidos que ejercen
una accidn importante sobre ¢l establecimiento de los mi-
croorganismos en la zona rizosférica.

Constituye un principio basico de las relaciones planta-
microorganismos conocer el comportamiento de las espe-
cies estudiadas ante exudados radicales de las plantas de
interés, debido a que ellos son utilizados inmediatamente
por los microorganismos que viven en la superficie de la
raiz y la rizosfera, sirviendo como fuente de nutrientes y
energia. De este modo inhiben o estimulan la actividad
bioquimica microbiana e influyen indirectamente en las
interrelaciones entre los microorganismos colonizadores a
través de fa accidn selectiva que ejercen sobre especies o
grupos particulares.

Los exudados radicales de maiz contienen aminodcidos
tales como alanina, dcido aspartico, cido glutdmico, lisina,
serina y valina,? Ellos pudieran ejercer un efecto positivo
sobre |a produccion de fitchormonas, debido a que el creci-
miento de Azotobacter chroococum fue estimulado en pre-
sencia de exudados radicales de malz, incrementindose la
produccion de auxinas, giberelinas y citoguininas cuando
se zllglicionaron exudados de 7 y 30 dias al medio de culti-
vO.

La Fig. 4 refleja la respuesta quimiotéctica de B. cepa-

*Didmetro de halo de inhibicién en mm
**Promedio y desviacidn estandar

Fig. 3. Coleccién de exudados radicales de maiz. A, 21
dias: B, 14 dias; C, 7 dias.
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Fig. 4. Respuesta quimiotéctica de B. cepacia hacia exuda-
dos radiculares,

cfa hacia exudados radicales de 7, 14 y 21 dias de edad,
evidenciandose que el tiempoe dptimo para evaluar el po-
tencial quimiotactico es alrededor de los 40 min, ya que
fue donde se observd la mayor entrada de los microorga-
nismos al capilar. Se puede comprobar que B. cepacia es
atrafda quimiotacticamente por los exudados radicales de
mafz, siendo mayor la respuesta observada con exudados
de i4 dias de edad.

A través de la cdmara de quimiotaxis fue posible cono-
cer que los compuestos presentes en los exudados de maiz
son capaces de atraer a la cepa bacteriana estudiada, no
sucediendo asi en el caso del capilar que contenia solucion
de Hoagland estéril (utilizado como testigo) donde no exis-
tié crecimiento microbiane en medio agar nutritivo.

La quimiotaxis es una propiedad que puede contribuir a
{a sobrevivencia, colonizacidn rizosférica y al inicio de las
interacciones de mutualismo;* esta contribucién no estd del
todo dilucidada aunque resulta interesante observar la ca-
pacidad de las bacterias para responder “in situ” a las con-
centraciones de sustratos. 'S

Obtencién de compuestos inddlicos. Dentro de los
mecanismos por los cuales las rizobacterias pueden mani-
festarse, se menciona la produccidn de compuestos inddli-
cos, atribuyéndose a los mismos incrementos en el desarro-
llo y rendimiento de diversas especies de plantas. Dado
que ila funcién primaria de las auxinas incluye la division
celular y alteraciones enzimaticas.'*

Se ha confirmado por algunos autores’™ que un gran
nimero de bacterias gue habitan en los suelos como Pseu-
domonas, Arthrobacter, Bacillus y Rhizobium producen
auxinas y especificamente dcido indol acético. Por otra
parte, son numerosos los reportes de la produccién de esta
fitohormona por bacterias del género Azospirilium."'

De acuerdo a las determinaciones realizadas la cepa
0057 de B. cepacia, produce 20.1 pg/ml de Ia auxina estu-
diada, cuya coencentracion puede ser suficiente para tener
una influencia directa en la promocién del crecimiento ve-
getal, si tenemos en cuenta que los reguladores del creci-
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Fig. 5. Purificacién de sider6foros 8. Cepacia hacia exu-
dados radiculares.

miento vegetal en pequefias concentraciones,” incluso in-
feriores a la encontrada en esta cepa, influyen sobre el me-
tabolismo de las plantas.

Resultados similares fueron obtenidos'® al comparar la
produccién de compuestos indélicos de la cepa estudiada
con 28 cepas pertenecientes al género Pseudomonas aisla-
das mediante el modelo espermosférico de la rizosfera del
cultive del maiz, resultando sobresaliente la cepa 0057 de
B. cepacia. Ademas de corroborar que este efecto se tradu-
jo en resultados satisfactorios en un bicensayo efectuado
en condiciones de laboratorio, incrementindose la altura de
lag plantas y el contenido de proteinas selubles en hojas.

Se ha comprobado® que los microorganismos produc-
tores de fitohormonas son capaces de alterar la sintesis de
RNA v proteinas en plantas, causando incrementos en el
desarrollo de las mismas. Su uso racionatl puede incremen-
tar la productividad del suelo, reducir la fertilizacién y fa-
vorecer la produccién en tierras pobres,

Produccién y purificaciéon de siderdforos. Los anéli-
sis realizados®® demuestran que los siderdforos sirven co-
mo vehiculo para el transporte de fierro 11l dentro de la
célula microbiana, ya que ¢l sistema de transporte de la
célula y el receptor de membrana especifico reconocen el
complejo siderdforo-fierro.

1.a cepa 0057 de B. cepacia reflejo valores del orden de
0.069 mg/ml al evaluar la produccién de siderdforos cru-
dos, aspecto sustentado por otros investigadores® quienes
comprobaron la produccién de estos compuestos por bacte-
rias pertenecientes a este género bajo condiciones limitan-
tes de fierro por lo que su extraccién y purificacién se rea-
liza fundamentalmente en forma de desferrisideréforo o
complejo férrico.

En la Fig. 5 se puede observar que al realizar la croma-
tografia de intercambio idnico se obtuvieron dos picos. Por
otra parte, al desarrollar la cromatografia en silica gel G se
obtuve unz sola mancha fluorescente de color amarillo -
café, por lo que pudieramos inferir que se trata de dos tipos
de sider6foros muy similares desde el punto de vista es-



Veldzquez er al.

tructural.

B. cepacia produce dos clases de sideréforos del tipo
hidroxamato?! y se diferencian fundamentalmente en el
tamafio y composicidn de la cadena peptidica que se en-
cuentra unida al croméforo fluorescente.

La aplicacién de antagonistas microbianos para el con-
trol biolégico de patdgenos ha sido catalogada como una
préctica importante en el manejo integrado de las enferme-
dades en plantas. Las bacterias pertenecientes al género
Pseudomonas han sido ampliamente estudiadas, atribuyén-
dose su efecto a la produccién de sideréforos y/o de pro-
ductos volatiles o difusibles (antibiosis).”

El estudio realizado nos ha permitido caracterizar a la
cepa 0057 de B. cepacia en cuanto a produccién de com-
puestos inddlicos y siderdforos y de esta forma contribuir
al esclarecimiento de [as ventajas que posee este género
bacteriano en cuanto a su posible utilizacién como inocu-
lante microbiano, por otra parte nos permite aumentar el
nivel de conocimientos acerca de la interaccidn planta —
microorganismos al analizar la adaptacion de esta rizobac-
teria al ambiente espermosférico, lo que hace posible la
seleccion de formas de inoculacién adecuadas, pudiéndose
inferir que los indculos en soporte sélido tendran mayor
posibilidades de éxito, aspecto ademds avalado a través de
la respuesta quimiotdctica obtenida.

El trabajo desarrollado por los microbidlogos agricolas
encausado al aislamiento y seleccién de cepas bacterianas
promotoras del crecimiento vegetal, debe ser respaldado
mediante estudios de diferentes capacidades microbianas
por las cuales la inoculacién puede tener un efecto benefi-
cioso para el cultivo,
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