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Gluconacetobacter diazotrophicus: UN MICROORGANISMO
PROMISORIO EN LA ELABORACION DE BIOPREPARADOS

Yoania Rios®y B. Dibut

ABSTRACT. Gluconacetobacter diazotrophicus, arecently
discovered bacterium, isableto associateto vegetable species
with high sugar levels. It permitstoincrease avail able nitrogen
for the plant by nitrogen fixation process. The microorganism
also releases up to 50 % of thistransformed element. Besides,
it allowsyield increase by producing physiologically active
substances. In spite of different theoriesfor nature dispersion
of the bacterium, aswell asits colonization and distribution
invegetables, it isnecessary to carry on studiesfor obtaining
a product to increase growth, development and yield of
important crops. I nvestigationsto elucidate the controversial
aspects by the international scientific community are very
necessary too.
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RESUM EN. Gluconacetobacter diazotrophicus, bacteriades-
cubierta recientemente, se asocia a especies vegetales con
atos contenidos de azlcares. Ello permite e incremento del
nitrégeno disponible para la planta a partir del proceso de
fijacion biol 6gica. EI microorganismo liberaa medio de hasta
&l 50 % de este elemento quimico transformado. Ademas, posi-
bilita el incremento de |os rendimientos por la produccion de
sustancias fisiol6gicamente activas. A pesar de las diversas
teorias en cuanto aladispersién delabacteria, asi como de su
colonizaciony distribucion en el vegetal, esnecesario realizar
estudios para obtener un producto que incremente el creci-
miento, desarrolloy rendimiento deimportantes cultivos. Las
investigaciones para dilucidar los aspectos controversiales
por la comunidad cientifica internacional son también muy
necesarias.
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INTRODUCCION

Los microorganismos endofitos
viven en el interior de las plantas su-
periores, durante una parte conside-
rable de su ciclo de vida (1).

La diversidad y el nimero de
bacterias rizosféricas es muy gran-
de vy, por tanto, la competencia por
los nutrientes también. Sobre esta
base las bacterias enddfitas tendrian
ciertas ventajas (2), ademas de al-
guna proteccion ante condiciones
adversas (3). El potencial de este
grupo se ampli6 al comprobarse que,
por sus efectos beneficiosos, pueden
utilizarse en el control de hongos
fitopatdgenos (4). Igualmente, se ha
demostrado que el interior de las
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plantas es un ambiente propicio para
la fijacién biolégica de nitrégeno (5).
También se plantea que promueven
el crecimiento vegetal por la produc-
cion de sustancias reguladoras (6).

GLUCONACETOBACTER
DIAZOTROPHICUS

G. diazotrophicus, microorganis-
mo aislado por primera vez por
Cavalcante y Débereiner (7) a partir
de raices y tallos de cafia de az(car,
recibi6 el nombre de Saccharobacter
nitrocaptans, el que se modifico por
Acetobacter nitrocaptans sobre la
base de experimentos de hibridacion
ARN/ADN y ADN/ADN, nomenclatu-
ra que fue corregida por Acetobacter
diazotrophicus (8) y en 1998 por su
nombre actual (9).

Su descubrimiento abri6 un nue-
vo capitulo en la fijacion de nitrégeno
en plantas no leguminosas, poten-
cial que se amplié cuando se demos-
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tré que libera hasta el 50 % del nitro-
geno fijado (10) y produce diversas
auxinas, principalmente acido indol
acético (11) y citocinas (12).
Pertenece a la familia
Acetobacteraceae, la que a su vez
se inserta en la subclase o-
Proteobacteria (13). En ella se inclu-
yen bacterias aerobias, gram nega-
tivas o gram variables, que se carac-
terizan fenotipicamente por oxidar
etanol a &cido acético en medios de
cultivo con pH neutro o acido (14).
Genotipicamente puede ser distingui-
da por la presencia de dos sitios de
restriccion internos en la secuencia
del gen 16S ADN-ribosomal. Dentro
de ella se insertan los géneros
Acetobacter, Gluconobacter,
Gluconacetobacter y Acidomonas (9).
El genoma completo de G.
diazotrophicus contiene aproximada-
mente 4.2 MB (15). En él se encuen-
tran plasmidos de 20 a 170 KB, que
pudieran conferirle ventajas compe-
titivas y desempefiar funciones de
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importancia en su asociacion con las
plantas (16); aunque se ha demos-
trado que algunas caracteristicas fun-
damentales, como son la produccion
de &cido acético, oxidacion de alco-
hol y lactato, fijacion de nitrégeno y
produccién de &cido indol acético, no
son codificadas por ellos; e inclusi-
ve, que los genes estructurales de la
nitrogenasa se encuentran en el
cromosoma (17).

El analisis de poblaciones del
microorganismo muestra la presen-
cia de una diversidad genética limi-
tada de alrededor de 0.060. También
se conoce que su estructura
genética es de tipo clonal (16), ana-
lisis que permite suponer que su
genoma presenta poca variabilidad.

El crecimiento 6ptimo de la bac-
teria se presenta a 30°C de tempe-
ratura y resulta mas abundante en
medios de cultivo que contienen 10 %
de sacarosay pH de 5.5. Sin embar-
go, puede crecer en concentraciones
de sacarosa hasta del 30 % (7) y fi-
jar nitrégeno en concentraciones de
oxigeno del 4 % (18). Puede utilizar
glucosa, fructosa o sacarosa, produ-
ciendo acido a partir de estos
sustratos (19). Con excepcion de la
sacarosa no usa otros disacéaridos y
no crece con acidos dicarboxilicos
como Unica fuente de carbono (20).

Produce y secreta una proteina
con actividad levanosacarasa (21) que
se expresa de forma constitutiva (22)
y cataliza la transfructificacién de la
sacarosa a una variedad de aceptores
incluyendo agua, glucosa, fructano
y sacarosa (23). Se ha comprobado
gue, cuando hidroliza la sacarosa, da
origen a oligofructanos y levana, los
gue pudieran favorecer a la bacteria
durante la colonizacion (24) y/o con-
ferir cierta respuesta defensiva a la
planta (25).

HOSPEDERO, COLONIZACION
Y DISPERSION DE
G. diazotrophicus

G. diazotrophicus se ha aislado
de raices lavadas y del interior del
tallo de cafia de azUcar cultivadas en
Brasil, Australia, México, India, Ca-

naday Cuba (7, 26, 27, 28, 29, 30),
en los tejidos internos de plantas
adultas e hijuelos de pifia (31) y de
la rizosfera del cafeto (32). Se en-
cuentra presente en vasos de xilema
de raices de maiz inoculadas
artificialmente (33) y también se ha
detectado ocasionalmente en la
rizosfera de la cafia de azlcar (34) y
cereales (35), asi como en algunos
pastos de la variedad Camerim, en
el cultivo del boniato (36) y la chin-
che harinosa (37). Su rango de hos-
pederos se amplié recientemente
tras su aislamiento en los cultivos de
zanahoria, rdbano, remolacha (38),
melén, papaya, flores (39), calaba-
za, yuca y malanga (40).

Los estudios de colonizacion de
la bacteria, realizados mayoritariamente
en cafia de azUcar, demuestran que
esta coloniza la superficie de las rai-
ces y penetra a través de los sitios
de emergencia de las raices latera-
les y de la zona meristematica (41),
para lo cual podria involucrar estruc-
turas similares a los hilos de infec-
cion formados por Rhizobium (42).

Los sitios que coloniza el micro-
organismo y su distribucion en el in-
terior de la planta de cafia de azUcar
aun no se han esclarecido. Se ha
demostrado que coloniza los espa-
cios intercelulares de la raiz y los
vasos del xilema (11). Otros estudios
sefialan que se localiza en espacios
intercelulares del tallo correspondien-
tes al apoplasto de plantas adultas (43).
Ortega et al. (44) encontraron las
mayores poblaciones microbianas en
la zona apical de los tallos de cafia
de azucar, donde existe mayor con-
centracién de glucosa en la planta.

La dispersion en el interior del
cultivo también es motivo de discre-
pancia. Algunos trabajos sugieren
que G. diazotrophicus se dispersa en
los tejidos internos a través de los
vasos del xilema (22), y en otros se
objeta que esta sea la via de disper-
sion, argumentando que existen ba-
rreras morfolégicas que impiden la
comunicacion del xilema de un
internodo a otro (43). Al respecto,
Dong et al. (45) observaron que, en
condiciones de transporte activo, las
bacterias penetran al xilema y son
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transportadas a través de éste; sin
embargo, se determiné que la acu-
mulacién de ellas en los nudos pro-
voca la no funcionalidad de la estruc-
tura. No obstante, se plantea que
prefiere los espacios intercelulares y
tejidos vasculares como el xilema (46).

Considerando la presencia de la
bacteria en plantas que se propagan
asexualmente, se ha propuesto que
su dispersién geogréfica a gran dis-
tancia se lleve a cabo durante la re-
produccion del material vegetativo que
alberga al microorganismo de forma
natural (16), lo que se sustenta por
el hecho de haberse encontrado po-
blaciones idénticas a la de la planta
madre en esquejes previamente es-
terilizados (47). Otra hipétesis pro-
pone su transmisién a partir de la
chinche harinosa, la cual podria suc-
cionar el jugo de la planta que contie-
ne el microorganismoy transmitirla de
igual forma a nuevas plantas (26, 46),
teniendo en cuenta que se han ais-
lado cepas de extractos del insecto
gue presentan una alta similitud con
la cepa tipo de G. diazotrophicus
(PAL-5) (48, 49).

Una tercera via incluye a las
esporas de algunos hongos
microrrizicos del tipo vesiculo-
arbuscular (37), de los géneros
Glomus y Acaulospora (50). De hecho,
se demostré experimentalmente que la
introduccion de G. diazotrophicus en
cafia de azUlcar y trigo puede verse
favorecida por la co-inoculacién de
esporas de estos hongos (51).

CONDICIONES QUE AFECTAN
LA FIJACION DE NITROGENO
DE G. diazotrophicus

Algunas condiciones del entor-
no pueden afectar la capacidad de
fijar nitrégeno de los organismos
diazotrofos, por ejemplo, la presen-
cia de oxigenoy amonio (52).

El efecto del oxigeno sobre la
actividad de la nitrogenasa depende del
suplemento de carbono y de la tasa
de respiracion de las células (53). Se
ha observado que al aumentar la ai-
reacion se provoca un efecto positi-
vo sobre el crecimiento (54).
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En el caso del nitr6geno, la pro-
teccion podria ser explicada por la
baja asimilacion de amonio que ma-
nifiestan las células del microorga-
nismo cuando crecen al 10 % de
sacarosa. Este mecanismo resulta
de gran interés, considerando que el
habitat de la bacteria generalmente
es rico en sacarosa, por lo que su
nitrogenasa esté activa aun cuando
el microorganismo se encuentre ro-
deado de amonio (55).

También se ha demostrado que
fija nitrégeno en condiciones
microaerofilicas a pH &cido, incluso
por debajo de 3.0, asi como en pre-
sencia de altas concentraciones de
nitratos (10 mM), y su actividad
nitrogenasa se inhibe solo parcial-
mente alin en concentraciones de 20 MM
de (NH4),SO, o por la presencia de
aminoécidos (56).

FACTORES QUE AFECTAN
LA ASOCIACION
PLANTA HOSPEDERO-

G. diazotrophicus

Se ha encontrado que la frecuen-
cia de aislamiento en cafia de azu-
car es inversa a los niveles de fertili-
zacion nitrogenada. Con dosis de
fertilizacién de 275-300 kg.ha™ la fre-
cuencia maxima de aislamiento es
de 2 %; sin embargo, con un nivel de
fertilizante de 125 kg.ha™ este se
incrementa hasta un 65 % (3, 26).

El nitrégeno aplicado en forma
de NH,NO, afecta la capacidad de
colonizar la planta. Aparentemente
no ejerce un efecto directo sobre la
bacteria, sino que ocasiona cambios
drasticos sobre la fisiologia del culti-
vo (57), como por ejemplo, variacio-
nes en la concentracion de sacaro-
sa (58).

Se ha demostrado ademés
gue la edad de la planta y variedad
de la cafia de azucar influyen en
el establecimiento del microorga-
nismo (59). Igualmente, periodos
del afio de poca lluvia o sequia dis-
minuyen la poblacién microbiana de
forma drastica (48).

G. diazotrophicus: UN MICRO-
ORGANISMO PROMISORIO
EN LA ELABORACION DE
BIOPREPARADOS

Teniendo en cuenta la potenciali-
dad metabdlica de Gluconacetobacter
diazotrophicus (37), resulta suma-
mente interesante estudiar la posibi-
lidad de elaborar biopreparados a
base de la bacteria, que estimulen
el crecimiento, desarrollo y rendi-
miento de diferentes cultivos.

Aunque la comunidad cientifica
ha aumentado su interés por este
microorganismo, el efecto de su ino-
culacion todavia se encuentra poco
estudiado. En el cultivo en que mas
se ha abordado el tema es el de la
cafia de azucar, donde se demostro,
en condiciones de laboratorio, que
las plantas inoculadas tenian una
mayor altura, peso seco y contenido
total de nitrégeno que aquellas ino-
culadas con un mutante no fijador de
nitrégeno y que el testigo sin inocu-
lar. Es por ello que se sugiere que el
microorganismo promueva el creci-
miento, no solo por la fijacion de ni-
trégeno sino también por la produc-
cion de &cido indol acético (60). Sin
embargo, Sevillay Kennedy (61), en
un trabajo realizado en condiciones
de invernadero, no obtuvieron efecto
alguno sobre el crecimiento de
plantulas de este cultivo.

Sevilla etal (62), en plantulas de
cafia de azUcar micropropagadas ino-
culadas con la cepa tipo PAL-5, con-
firmaron la ocurrencia del proceso de
fijacidn biolégica de nitroégeno en el
cultivo inoculado, mientras que
Oliveira et al. (63) demostraron que
el 29 % del nitrégeno incorporado a
la planta procedia de este proceso.

Se conoce, ademas, la inocula-
cion artificial del microorganismo
sobre cultivos que no son hospede-
ros naturales de la bacteria como el
maiz, donde los resultados también
son controversiales (64).

En Cuba, a pesar del aislamien-
to de la bacteria en especies vegeta-
les de importancia econdmica
(30, 39, 40), todavia queda mucho
por investigar.
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Mediante la aplicacion de un pro-
ducto elaborado con la cepa INIFAT
Abn-1, indicadores como la altura, el
namero de hojas y diametro del tallo
se incrementan entre un 20y 50 %,
para los cultivos de boniato, malanga,
papa (65) y yuca (40), con respecto
a areas controles sin inocular con el
microorganismo. En otro grupo de
cultivos como la papaya, los incre-
mentos oscilaron en un 40 % para el
rendimiento total del cultivo (66),
mientras que para la remolacha, se
acrecienta entre un 40y 70 % la al-
turay el area foliar, con respecto a la
fraccién sin inocular (67).

No obstante, es evidente que
aun queda mucho por investigar en
el campo de la biofertilizacién, con
respecto al efecto que puede produ-
cir la adecuada incorporaciéon de
G. diazotrophicus al sistema planta,
dadas las bondades y potencialida-
des de este microorganismo.
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