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NUEVOS AISLADOS DE Gluconacetobacter diazotrophicus
EN CULTIVOS DE IMPORTANCIA ECONOMICA PARA CUBA

B. Dibut®, Marisel Ortega, R. Martinez, L. Fey y Yoania Rios

ABSTRACT. Inrecent years, soil microbiologistshave studied
endophyti c microorganismsassoci ated with higher plantswith
benefits over the crops. This report offers the results
concerning theisolation and distribution of Gluconacetobacter
diazotrophicusin economically important cropsfor Cuba. The
bacteria was isolated by filtrates and over different vegetal
organ sectionslaid out on L GI-P culture medium, proving the
growing characteristics after 96 hours of incubation at 32°C.
Findly, 22 isolatesfrom 10 different plant specieswereobtained.
Populational dynamic experiments developed under
greenhouse conditions by means of a randomized complete
design allowed to quantify the bacteria in leaves, stems and
rootsof maize, sweet potato, cassava, taro and sugarcanewith
populations between 1.8 x 10%-2.3 x 10 cells per fresh tissue
gram. The highest cell populations were detected in leaves,
followed by stemsand finally in roots or tubers. Thefavorable
response from eight crops to bacterial inoculation, this time
grown in SG culture medium and incubated at 32°C for 72 h,
enabled to affirm the potentiality this microorganism has as
biofertilizer. Gluconacetobacter diazotrophicus appears for
the first time in five plant species that belong to different
botanical families.
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INTRODUCCION

Los microorganismos enddfitos comprenden a hon-
gos y bacterias, que viven sin causar dafio en el interior
de células o tejidos vegetales de plantas superiores du-
rante un periodo considerable de su ciclo de vida 'y que
generalmente la benefician con su actividad. Por otra parte,
la diversidad y el nUmero de organismos rizosféricos es
muy elevada, presentandose en la rizosfera (como nicho
ecoldgico) una fuerte competencia por los nutrientes y
en consecuencia una disponibilidad limitada, ademas de
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RESUMEN. Enlosultimosafios, un llamado importante para
los microbidlogos del suelo ha sido el estudio de
microorgani smos enddfitos que se asocian con plantas supe-
riores, con €l consiguiente beneficio sobre los cultivos. En
estetrabajo, se ofrecenlosresultados sobre el aislamientoy la
distribucion de Gluconacetobacter diazotrophicus en culti-
vos deimportanciaeconémicapara Cuba. Labacteriaseaislo
apartir defiltrados y secciones de diferentes 6rganos del ve-
getal dispuestos sobre mediosde cultivo L GI-P, donde se com-
probo el crecimiento caracteristico alas 96 h deincubacion a
32°C de temperatura, obteniéndose finalmente 22 aidados a
partir de diez especies cultivables. Experimentos de dinamica
poblacional desarrollados en condiciones deinvernadero me-
diante disefio completamente al eatorizado permitieron cuanti-
ficar e microorganismo en hojas, tallosy raicesde maiz, bonia-
to, yuca, malangay cafia de azlcar, con poblaciones que osci-
lan entre 1.8 x 10?-2.3 x 107 células por gramo detejido fresco.
L as poblaciones celulares méas atas se detectaron en las ho-
jas, seguido de lostallosy por Ultimo las raices o tubércul os.
Larespuestafavorable de ocho cultivosalainoculacién dela
bacteria, estavez crecidaen medio de cultivo SG eincubadaa
32°C durante 72 h, permite plantear la potencialidad que este
microorgani smo presentacomo biofertilizante. Seinformapor
primera vez la presencia de la Gluconacetobacter
diazotrophicus en cinco especies de plantas pertenecientes
cada una a diferentes familias boténicas.

Palabras clave: Gluconacetobacter diazotrophicus,
biodiversidad, cultivos

encontrarse menos protegidos frente a las condiciones
adversas que se presentan en el medio ambiente (1, 2, 3).

Un elevado nimero de informes describe las venta-
jas de las asociaciones simbiéticas y mas recientemen-
te las enddfitas, en cuanto a la alta eficiencia que se
logra en el intercambio entre micro y macrosimbiontes,
que finalmente incide sobremanera sobre el comporta-
miento del sistema planta, en general, a diferencia de los
sistemas asociativos donde se conoce que gran parte
del resultado de su actividad metabdlica se pierde por
lavado, lixiviacién e inmovilizacién por absorcion en el
complejo arcillo hiimico o por parte del resto de la microflora
normal del suelo (2, 4, 5, 6).

En este sentido, desde hace mas de diez afios se
conoce de la presencia del endéfito Gluconacetobacter
diazotrophicus, aislado por primera vez a partir de raices
y tallos de cafia de azUcar cultivada en distintas regiones
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del Brasil (7). En este momento, fue descrita como
Saccharobacter nitrocaptans, que posteriormente se
modificé por Acetobacter nitrocaptans en base a experi-
mentos de hibridacion de ADN; més tarde, esta nomen-
clatura fue corregida teniendo en cuenta una modifica-
cién hecha por pufio y letra de Dobereiner, en la que se
indicaba como nombre de la especie Acetobacter
diazotrophicus, y mas recientemente, se presento el
reordenamiento de la familia a la que pertenece el micro-
organismo y se renombré entonces como se conoce en
la actualidad (4, 7, 8).

La bacteria, ademas, ha sido aislada de diferentes
variedades de cafa de azUcar cultivadas en otros paises
como Australia, México, Indiay Canad4, en este Ultimo a
partir de plantas crecidas en condiciones de inverna-
dero (9, 10, 11). En el caso de Cuba, se ha estudiado el
microorganismo en el interior de la cafia de azlcar y otras
especies de plantas de importancia econdmica,
lograndose obtener un nimero importante de aislados,
asi como el conocimiento de su actividad nitrofijadora y
estimuladora del crecimiento vegetal y la relacion con otros
microorganismos asociados a estos cultivos (3, 12). Igual-
mente, G. diazotrophicus ha sido encontrado en
Pennisetum purpureum var. Camerun, boniato, café, pifia,
maiz, millo africano, asi como en el insecto
Saccharococcus sacchari, plaga comun de la cafa de
azUcar y en el interior de esporas de hongos
micorrizégenos arbusculares (1, 4, 8, 11).

A pesar de todos los esfuerzos realizados por estu-
diar este microorganismo, la mayor cantidad de informa-
cion cientifica sobre el tema se centra en la taxonomia 'y
la forma en que se asocia con las plantas (5, 7, 13), por
lo que no abundan informes acerca del interés
agrobiol6gico que como endéfito presenta sobre el meta-
bolismo vegetal y por tanto su actividad sobre el creci-
miento, desarrollo y rendimiento de los cultivos, hacien-
do posible la obtencion de una gama de nuevos
biofertilizantes de alta efectividad en comparacion con los
gue hoy se conocen a base de bacterias asociativas fijadoras
del dinitrégeno y estimuladoras del crecimiento vegetal.

Esta problematica, en los Ultimos afios, ha plantea-
do como linea para microbiélogos y agronomos la posibi-
lidad de trabajar empleando técnicas de ingenieria
genética, en funcién de expresar la informacién génica
de estos microorganismos beneficiosos en la planta; sin
embargo, a pesar de los avances logrados, todavia no ha
sido posible la comercializacién de estas plantas trans-
formadas (10, 11). Es por esto que otra linea no menos
importante y mas avanzada en su adaptacion a la natura-
leza seria la busqueda de microorganismos beneficiosos
gue habitasen dentro del vegetal y de hecho valorar la
necesidad o no de que puedan ser inoculados sobre cul-
tivos de importancia econémica, tal es el caso del endéfito
Gluconacetobacter diazotrophicus, que cumple con es-
tos requisitos como microsimbionte de plantas, por lo
gue se propone como objetivo de este trabajo conocer la
presenciay distribucién de esta bacteria en un grupo de
especies de plantas cultivables de interés para Cuba.

MATERIALES Y METODOS

La bacteria se aislo a partir de material vegetal fres-
co (hojas, tallos y raices de plantas), previamente lavado
con detergente Tween-80 y varios pases Sucesivos en
agua destilada estéril. Los aislamientos se realizaron a par-
tir de muestras vegetales de diferentes variedades y clones
de boniato (Ipomoea batatas Lam., clon INIVIT B-88), cala-
baza (Cucurbita moschata, Duch ex Poir., var. Cuba 85-74),
cafia de azucar (Saccharum officinarum L., var.J-605),
maiz (Zea mays L., var. Francisco Mejorado y Gibara),
malanga (Xanthosoma spp. L., clon. México-1y Cameriin 14),
melén (Citrullus lanatus L., var. Tropical CH-2), papaya
(Carica papaya L., var. Maradol Roja), rosa (Rosa canina
L., var. Happy) y yuca (Manihot esculenta Crantz, clon
CMC-40y Sefiorita), todos provenientes de areas agrico-
las del Instituto Nacional de Investigaciones Fundamen-
tales en Agricultura Tropical (INIFAT) y atendidos segin
lo recomendado en el Instructivo técnico para el manejo
de cada cultivo.

El método de aislamiento consté de dos procedi-
mientos, en un caso obteniendo filtrados de extractos
acuosos a partir de 20 g de biomasa vegetal (hojas, tallo
y raiz) macerada con mortero esmerilado estéril vy, en
otro, efectuando la siembra directa a mediana profundi-
dad de secciones (entre 5y 8 mm de largo) de cada uno
de estos drganos en viales de 25 mL con 10 mL del me-
dio de cultivo selectivo LGI-P (9), los cuales fueron poste-
riormente incubados a 32°C durante 96 h, hasta desarro-
llar el crecimiento en forma de pelicula superficial de co-
lor amarillo-naranja, que permitid la purificacion y el pase
atubo de los aislados para su posterior identificacion.

Una vez obtenido el crecimiento de la bacteria en
medio selectivo LGI-P, se realizaron otras pruebas fisiolo-
gico-bioquimicas para completar la identificacion de la
especie, como: capacidad de oxidar el etanol a &cido
aceético a pH 5.5, crecimiento en sacarosa a una concen-
tracion del 30 % al mismo valor de pH, utilizacién de citrato
y urea, produccion de indol a partir de triptofano, reduc-
cién de nitrato, prueba de catalasa y formacion de colo-
nias color café oscuro con bordes claros en medio de
extracto de papa suplementado con 15 % de sacarosa,
todos incubados a 32°C de temperatura(4,13).
Adicionalmente, se realizaron pruebas de asimilacion de
los azUcares rafinosa, galactosa, arabinosa, glicerol,
manitol y xilosa; en todos los casos al 2 % de concentra-
cién e incubados a 32°C de temperatura (4). Estos aisla-
dos forman parte de la coleccién de BFN ubicada en el
Laboratorio de Biotecnologia del INIFAT.

Los experimentos disefiados para conocer la distri-
bucion de la bacteria por cuantificacion de las poblacio-
nes autéctonas en el sistema planta (hojas jovenes com-
pletamente desarrolladas) se realizaron en condiciones
de invernadero, empleando macetas de 5 kg conteniendo
suelo Ferralitico Rojo (14), distribuidas bajo un disefio
Completamente Aleatorizado con cuatro réplicas. En la
Tabla | se describen las caracteristicas de fertilidad del
suelo utilizado en los ensayos.
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Tablal. Caracteristicas quimicas del suelo utilizado
en los ensayos

Tipodesudo MO Ntad PH PO KO Ca Mg
@ (@Em  (HO (Mglog) (om'kg™)

FarditiooRjo 325 59 73 51 &4 91 37

Para conducir, igualmente en invernadero, el experi-
mento de dinamica poblacional como consecuencia de
la inoculacion de G. diazotrophicus sobre un grupo de
cultivos econdmicos, se empleo el mismo disefio experi-
mental con igual tipo de suelo (Tabla 1); para este ensayo
se utilizo la cepa INIFAT Abn, crecida en medio de cultivo
SG (7) en condiciones de zaranda regulada a 32°C de
temperatura'y 180 rpm de agitacion, obteniéndose final-
mente a las 72 h un in6culo con concentracion de 3.5 x
10" UFC.mL™. El método de aplicacién del endéfito con-
sistid en la inoculacién (aspersion) al suelo y foliar con
ayuda de un aspersor, y la cuantificacion se realiz6 a
partir de hojas jovenes, empleando el método de dilucio-
nes seriadas del filtrado con siembra en placas petri con-
teniendo medio SG y posterior incubacion a 32°C de tem-
peratura durante 72 h, donde se alcanza el completo de-
sarrollo de las colonias.

No se exponen mediciones sobre pardmetros de cre-
cimiento y desarrollo en plantas inoculadas, ya que no
es objetivo de este trabajo, aunque si se observo una
estimulacién marcada. Las atenciones culturales, en cada
caso, fueron conducidas segun las normas técnicas es-
tablecidas para cada cultivo.

Cada experimento se repitio tres veces, excepto las
pruebas de clasificacion de la bacteria que se repitieron
cuatro veces. Los datos asi obtenidos fueron evaluados
estadisticamente por prueba t de Student y Rangos Mul-
tiples de Duncan al 5 % de significacion. El procesamiento
de toda la informacidn se realiz6 mediante el programa
STAT-ICTF 4.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este tipo de interaccion planta-microorganismo,
en los ultimos afos se han dedicado esfuerzos a estu-
diar por diferentes vias el mejoramiento genético de plan-
tas y microorganismos involucrados en la asociacion, con
el objetivo de lograr ampliar (fundamental por transforma-
cion) las funciones de fijacién del dinitrégeno y/o la pro-
duccién de sustancias promotoras del crecimiento vege-
tal en beneficio de la simbiosis, destacandose no solo
los aspectos de nutricidon vegetal, sino también de la
antibiosis y el biocontrol (9, 15, 16). Sin embargo, a me-
dida que se desarrollan estos avances, se hacen cada
vez mas necesarios los estudios sobre la diversidad de la
bacteria en asociacién con plantas, con el objetivo de
conocer su comportamiento y lograr un esquema éptimo
de seleccion de cepas con el consecuente establecimien-
to de un cepario o coleccién “herramienta” del microorga-
nismo, para el trabajo de mejoramiento de cultivos por via
genética o por la bacterizacién de plantas (6, 12, 15).

En la Tabla Il, se relacionan 22 aislados de
Gluconacetobacter diazotrophicus obtenidos a partir de
10 especies vegetales de importancia econémica.

Tabla Il. Presencia y aislados de G. diazotrophicus
en diferentes cultivos de importancia eco-

némica
Cultivo Nomenclatura Numeros Clor/ Variedad
dd adado adados

Maiz INIFAT Az1,2-3 3 Francisco Mgorado y Gibara
Medn INIFAT Adm 1 1 Tropicd CH-2
Caladeazicar INIFAT Acal?2 2 J605
Cdabaza INIFAT Ad 1 1 Cuba85-74
Yuca INIFAT Ay 1-2 2 CMC-40, SHorita
Boniato INIFAT Abn1,23...7 7 INIVIT B-88
Maanga INIFAT Amg 1,2 2 México 1, Camertin 14
Papaya INIFAT App 1,2 2 Maradd Roja
Rosa(flor) INIFAT Ars1 1 Happy
Remolacha INIFAT Arm1 1 R-Detroi

Enrelacién con las pruebas de clasificacion de cada
material microbiano, todos los aislados se presentan
como cocobacilos gram negativo. El hecho de emplear el
medio selectivo LGI-P (8), ayuda a reconocer la especie
G. diazotrophicus, por presentarse el crecimiento carac-
teristico del microorganismo que se describe como la for-
macion de colonias planas, de forma irregular y color na-
ranja intenso después de cinco dias de incubacién a 32°C
de temperatura (4); sin embargo, estas caracteristicas
no son absolutas para la identificacion de la especie,
debido a que otras especies fijadoras del dinitrégeno de
este mismo género como Gluconacetobacter johannaey
Gluconacetobacter azotocaptans pueden confundirse con
G. diazotrophicus.

Debido a esto, se realizaron los ensayos para eva-
luar la capacidad de oxidacién del etanol a 4cido acético
a pH 5.5y el crecimiento en sacarosa a una concentra-
cion del 30 % al mismo valor de pH, resultando ambas
pruebas positivas en todos los aislados. Adicionalmente,
se dispuso de las siguientes pruebas: utilizacién de
citrato (+), utilizacion de la urea (-), reduccién de nitrato
(+), produccion de indol a partir de triptofano (+) y catalasa
(+). Todos estos resultados permitieron complementar la
diferenciacion a favor de G. diazotrophicus.

La prueba definitoria consistié en hacer crecer los
aislados en medio de cultivo a base de extracto de papa
suplementado con 15 % de sacarosa, comprobandose,
después de siete dias de incubacion a 32°C, la formacién
de colonias de color café oscuro con una coloracién blan-
quecina en sus bordes. Esta caracteristica permite dife-
renciar G. diazotrophicus de los fijadores G. johannae y
G. azotocaptans (4). Otra prueba diferenciadora resulté
ser la asimilacién de azucares simples. En este caso,
todos los aislados crecieron bien en rafinosa, galactosa,
arabinosa, glicerol y manitol, observandose un crecimiento
muy pobre en xilosa, comportamiento este que identifica
a G. diazotrophicus, ya que las otras dos especies del
género Gluconacetobacter presentan un patron diferente
en el crecimiento en cada uno de estos sustratos (4).
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Es de interés sefialar el informe por primera vez de la
bacteria en los cultivos de calabaza, yuca, malanga, papa-
yay rosa roja (ornamental). El hecho de que el microorga-
nismo haya sido aislado de plantas pertenecientes a fami-
lias tan diversas como Cucurbitaceae, Euphorbiaceae,
Araceae, Caricaceae y Rosaceae, sugiere que la bacteria
presenta una amplia capacidad para dispersarse y coloni-
zar diferentes hospederos, quedando demostrado al mis-
mo tiempo la potencialidad que tiene como enddfito para
mejorar la productividad en tan variados cultivos.

Otros investigadores, igualmente han hallado un pa-
trén similar en cuanto a la diversidad de especies vegeta-
les en donde se ha encontrado el microorganismo (11, 17).
No obstante, a pesar de que G. diazotrophicus ha sido
aislado de varias especies cultivables, se plantea que
existe la posibilidad de que el hospedero primario de la
bacteria no sea una planta de interés agricola y, por lo
tanto, aln no se haya detectado (11).

Con excepcion de la rosa, la tendencia al habitat del
microorganismo sigue presentandose en cultivos con alto
contenido de azucares, como ha sido informado anterior-
mente por otros autores y por el propio grupo de investi-
gacion (7, 12), a diferencia de un gran nimero de cultivos
encuestados donde no se logra detectar la presencia del
microorganismo. En relacion con este comportamiento,
todo parece indicar que las propias exigencias anabélicas
y catabdlicas de la maquinaria bioquimica que caracteri-
za a esta bacteria, expresan su mayor actividad en am-
bientes con altas concentraciones de azUcares
asimilables, como de hecho se ha logrado simular en los
propios medios de cultivo disefiados para el normal creci-
miento y reproduccién del enddfito.

En esta misma linea, se ha planteado con mayor fre-
cuencia la incidencia de la bacteria en plantas que acumu-
lan sacarosa y que se propagan vegetativamente (7, 10);
sin embargo, teniendo en cuenta estos resultados, el mi-
croorganismo se asocia igualmente de forma efectiva con
otras especies de plantas que no acumulan el azUcar y
gue se propagan por semilla botanica.

Es de destacar la mayor cantidad de aislados de
G. diazotrophicus a partir de plantas de boniato y maiz
(Tabla I1), a diferencia del resto de las especies hospede-
ras, donde solo se lograron obtener entre uno y dos aisla-
dos. Este comportamiento coincide con otros resultados
obtenidos en estos dos cultivos, que junto a la cafia de
azUcar, constituyen la mayor referencia en cuanto a fuen-
tes de diversidad de la bacteria (7, 9, 18).

En la Tabla Il, se demuestra como la poblacién
bacteriana autdctona varia en relacion con los diferentes 6r-
ganos Yy tejidos del vegetal, lo cual coincide con lo informado
en la literatura para el caso de la cafia de azUcar, el maiz, el
boniatoy otros cultivos (7, 10, 19). En este caso, la respues-
ta que se presenta se caracteriza por las diferencias signifi-
cativas encontradas en la cuantificacién de las mayores po-
blaciones del enddfito en las hojas jovenes, seguida del tallo
0 peciolo, segun la arquitectura del cultivo y, por ultimo, la
concentracién celular mas baja, que se detecta en las raices
o0 tubérculos; excepto en los cultivos de maiz y cafia de azu-

car, donde la mayor concentracion bacteriana esta presente
en el tallo, que a su vez no difiere de las poblaciones encon-
tradas en las hojas, pero si de las raices de las plantas. En el
caso de la yuca, no se encuentran diferencias significativas
entre las poblaciones encontradas en el tallo y la raiz.

Este fendbmeno que se presenta en las dos
gramineas, puede deberse a que en este érgano de trans-
porte es donde fluye la mayor cantidad de nutrientes y
agua, por lo que la bacteria pudiera acumularse en mayor
poblacién en detrimento de las hojas, sobre todo si se
tienen en cuenta las caracteristicas de alta eficiencia
fotosintética y respiracion de estas dos especies, a dife-
rencia de otras especies vegetales, donde el microorga-
nismo encuentra su ambiente més favorable en las ho-
jas, 6rganos donde normalmente se presenta la mayor
actividad metabdlica de sintesis y degradacién de
biomoléculas. En otros informes, en maiz, se han encon-
trado igualmente elevadas poblaciones en el tallo (9) v,
en cafia de azucar, estudios realizados en Brasil, Austra-
lia y Cuba, también muestran una alta concentracion
bacteriana en el xilema de las plantas (3, 6, 9).

La concentracion y distribucién de G. diazotrophicus
aqui detectada en los cultivos de yuca y malanga, tam-
bién constituyen un primer informe. La no presencia de
diferencias significativas detectada entre la concentracion
celular deltallo y la raiz de plantas de yuca, puede deber-
se a que estos dos érganos estan muy estrechamente
relacionados en el intercambio de sustancias de reserva
y en la propia arquitectura de esta especie, por lo que el
nicho fisioldgico bioquimico que predomina en ambos pre-
senta condiciones semejantes, que favorecen un equili-
brio en el desarrollo y establecimiento del microorganismo.

El detectarse las mayores poblaciones de
G. diazotrophicus en boniato y cafia de azlcar, puede
ser explicado por el hecho de caracterizarse estas espe-
cies por una alta concentracion de azucares totales, lo
cual constituye, desde el punto de vista fisioldgico-
bioquimico, un nicho ecolégico de éptimas condiciones
parala normal actividad metabélica de la bacteria; de aqui
gue se escogiera la cepa INIFAT Abnl como base para la
elaboracién delinoculante ACESTIM.

En Brasil, estudios similares realizados en cafa de
azucar han arrojado un titulo entre 103-107 UFC por gra-
mo de tejido fresco y en Estados Unidos, en el cultivo del
maiz, se han logrado detectar poblaciones de la bacteria en
hojas jovenes de hasta 10° UFC por gramo de tejido (7, 17).

En relacién con la necesidad o no de la inoculacion
para encontrar un efecto beneficioso del microorganismo
sobre especies cultivables, esta solo se justifica en aque-
llas donde se encuentre en poblaciones sub-optimales;
de aqui que resulten sumamente necesarios los estudios
de diversidad de la bacteria. Por ejemplo, en Brasil, no se
ha encontrado respuesta a la inoculacion en cafia, debi-
do a las altas poblaciones autdctonas encontradas, las
gue al parecer satisfacen completamente las necesida-
des del sistema planta dentro de la asociacién; sin em-
bargo, en otros cultivos se ha detectado respuesta a la
bacterizacion (6, 9, 16).
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Tabla lll. Distribucién de poblaciones autéctonas de
G. diazotrophicus en diferentes érganos de
plantas de cultivos econémicos

Cultivo Organo Poblacion (Inx)  Variedad/Clon
Maiz Tallo 535a Francisco Mejorado
Hojas 478 a
Raiz 346b
Esx 0.12
CV (%) 7.63
Boniato Hojas 550a INIVIT- B88
Peciolo 535a
Tubérculo  3.38b
Esx 0.10
CV (%) 5.98
Cafladeazicar Hojas 7.38a J605
Tallo 751a
Raiz 429b
Esx 0.23
CV (%) 6.70
Yuca Hojas 426 a CMC-40
Talo 264b
Raiz 266 b
Esx 0.35
CV (%) 7.34
Malanga Hojas 530a CAMERUN-14
Peciolo 4.65a
Tubérculo  361b
Esx 0.18

CV (%) 9.46

evaluar pardmetros de crecimiento y desarrollo de las plan-
tas tratadas, aunque la observacion si permitié constatar
un efecto estimulador sobre las plantas.

Tabla V. Comportamiento de poblaciones autdctonas
de G. diazotrophicus en plantas controles
(sininocular)y como consecuenciadelaino-
culacion en diferentes especies cultivables

Cultivo Poblacion (Inx)
Control Inoculado
Papa - 6.19
Maiz 5.06 b 741 a
Meoén 3.16b 5.27a
Calabaza 3.25b 54la
Yuca 422b 6.07 a
Boniato 5.47 6.06 NS
Maanga 3.69b 6.25a
Cafla de azlicar 7.53 8.01 NS

X-UFC.g* de tejido fresco en hojas jévenes
Medias con letras no comunes difieren significativamente entre si
para p<5 %

Al respecto y segun los resultados aqui obtenidos, se
recomiendan con caracter permanente los estudios de dis-
tribucion y dinamica poblacional de G. diazotrophicus en
especies cultivables, sobre todo si tenemos en cuenta que
cada dia se incrementa el efecto de los cambios climéticos
sobre la biodiversidad, en general, lo que también puede
afectar este tipo de asociacion y, como consecuencia, la
disminucién de las poblaciones naturales de la bacteria en
la planta. En este sentido, se presentan otros estudios
realizados, donde se refleja la disminucion de las pobla-
ciones del enddfito a medida que avanza la edad del culti-
vo, fenédmeno que guarda una estrecha relacién con la va-
riedad que se empleay otros factores del ambiente (4, 12).

Adicionalmente, los avances logrados en otras técnicas
de la biotecnologia agricola, como es el caso de la reproduc-
cién in vitro de plantas o la obtencion de plantas genéticamente
maodificadas, igualmente puede atentar contra la pérdida o
afectacion de la bacteria debido al proceso de manipulacion.
En este caso, también se recomienda restablecer la bacteria
por inoculacién en los bancos de semillas agamicas (incluida
la cafia de azUcar), con el objetivo de recuperar el equilibrio
del sistema planta-microorganismo.

Como resultado de la bacterizacion, se ha detecta-
do respuesta de la concentracion celular en hojas jove-
nes de diferentes cultivos (Tabla V), excepto en boniato
y cafia de azUcar, lo que se explica por lo planteado ante-
riormente en relacion con la capacidad de ambos en cuan-
to a los tenores de azUcares que acumulan. Es de desta-
car que, en este caso, no es objetivo de estos ensayos

Medias con letras no comunes difieren significativamente entre si
para p<5 %

X-UFC.g* tejido fresco, la cuantificacion en cada cultivo se realizé
a partir de hojas jévenes

Un caso de especial interés es el comportamiento
de las poblaciones de G. diazotrophicus detectado en
papa, ya que no aparece la bacteria de forma autéctona;
sin embargo, logra establecerse a concentraciones ele-
vadas (10° UFC.gtf") en planta producto de la inocula-
cion, provocando un marcado efecto agrobiolégico en
condiciones experimentales y de produccion agricola, el
cual sera expuesto en otros resultados posteriores. En
este sentido, de haber estado presente la bacteria en el
desarrollo evolutivo del cultivo, la pérdida de esta puede
haber estado condicionada por la manipulacion in vitro de
plantas dentro del esquema de mejoramiento del cultivo de
la papa; de aqui, la necesidad de los estudios de dinamica
poblacional y la consecuente alternativa de inocular o no.

Como tendencia, se observa que las poblaciones se
aumentan hasta 100 veces con lainoculacion, a excepcion
del cultivo de la malanga, donde se logr6 aumentar el nime-
ro de bacterias por gramo de tejido en un orden de 1 000. La
respuesta a la inoculacion en esta Ultima especie abre gran-
des perspectivas en cuanto a mejorar la productividad de
tubérculos en este cultivo, que se caracteriza por demandar
elevadas cantidades de nitrdgeno como nutriente, del cual
no se dispone con facilidad en estos momentos dentro de la
agrotecnia de las viandas tropicales en el pais (20).

Una respuesta muy diferente se obtiene de la inocu-
lacion de bacterias asociativas, donde es necesario au-
mentar mas de 1000 veces el nimero de rizobacterias para
poder encontrar el efecto agrobioldgico deseado sobre las
plantulas (cepellén) o plantas adultas en diversos culti-
vos (2, 19), comportamiento que responde a la desventaja
gue presentan estos microorganismos en relacion con los
endofitos, en cuanto a la pérdida en el suelo de un porcen-
taje elevado de su actividad metabdlica (nitrofijacion,
solubilizacién, estimulacién) por lavado, inmovilizacion,
desasimilacion y lixiviacion, entre otras causas, por lo que
no llegan a beneficiar de igual forma a las plantas.
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A esto se une la gran diversidad y el nUmero de orga-
nismos rizosféricos, lo que provoca que en este tipo de
ambiente predomine una fuerte competencia por los
nutrientes y el oxigeno y, en consecuencia, que la dispo-
nibilidad de estos en ocasiones sea limitada, ademés de
su menor proteccion a las condiciones adversas del am-
biente y frente al propio antagonismo, depredacion y otras
leyes que rigen la ecologia microbiana en el suelo.

De todo lo anterior se deduce la necesidad de profun-
dizar cada vez més en las asociaciones endofiticas en
funcion del beneficio agronémico que puedan producir, so-
bre todo si se considera que existen mas de 500 000 varie-
dades de plantas superiores, por lo que la diversidad de
bacterias y hongos asociados puede estimarse en valores
superiores (11). De hecho, seria aceptable para la
agrobiotecnologia que al menos se lograsen identificar re-
laciones enddfitas beneficiosas en un 1 % de la diversidad
existente, lo cual representaria poder mejorar el potencial
productivo de 5 000 variedades de plantas cultivables, una
cifra nada despreciable, teniendo en cuenta la carencia de
alimentos que predomina en la mayor parte del planeta.

En consecuencia, como resultado de este trabajo,
la diversidad de G. diazotrophicus detectada en especies
cultivables de importancia econémica para el trépico per-
mite, una vez obtenidos los respectivos aislados, dirigir
un esquema de trabajo iniciado por la seleccién de cepas
efectivas y los estudios de dindmica poblacional, con el
objetivo final de lograr un mejoramiento de la produccion
vegetal por el establecimiento de la bacteria, via inocula-
cion, en el sistema planta.
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