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ABSTRACT. Inrecent years, the study of endophytic plant-
microorganism associations has grown special interest,
emphasizing on theintroduction of good agrobiological results
into agricultural practice. Thiswork shows an outlook of the
current and prospect situation of these associations mostly
illustrated by Rhizobium-cereal, Azorhizobium-rice,
Azospirillum and Herbaspirillum interactions, as well as
cereals and Gluconacetobacter diazotrophicuswith different
crops. There is amicrobial rotation process with Rhizobium
bacteria at different cyclical association phases of the
agroecosystem (legume, nodule-soil-grass-soil-legume) in
relation to productivity physiology and yield. Concerning the
study with G diazotrophicus, on certain tropical vegetable
and fruit determinations under Cuban conditions, a cell
concentration of 4.2x10° per gram of fresh tissue was recorded
in inoculated plants whereas 2.7x10?cells per gram of fresh
tissue in non-inoculated ones (control); therefore, it is
necessary to increase bacterial concentration, both under ex-
perimental and field conditions, to obtain an adequate answer
of agrabiological effect on the above mentioned species. The
answer of casaba, dasheen and papaya to inoculation
congtitutes a first world report. There was a great economic
impact of inoculation with ahigher benefit/cost ratio than 40:1;
thus, it is an extremely attractive biotechnology to be
introduced into the current agrobiological market. Besides,
the result has a scientific, technological, environmental and
social impact.
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RESUMEN. En los tltimos afios, ha ganado especid interés el

estudio de las asociaciones endofiticas planta-microoganismos,
con énfasisen laintroduccion en lapréctica agricola de los bue-
nos resultados que se han obtenido en la agrobiologia. En este
trabajo se ofrece unapanordmicade lasituacion actua y perspec-
tiva de estas asociaciones ilustradas en gran medida por las
interacciones Rhizobium-cereales, Azorhizobium-arroz,
Azospirillum y Herbaspirillum, a igual que cereales y
Gluconacetobacter diazotrophicus con diferentes cultivos. Se
planteaun proceso de rotaci n microbianaque manifiestalabac-
teria Rhizobiumen las diferentesfasesde asociacion ciclicaen d

agroecos stema (leguminosa, nddul o-suel o-graminea-suel o-legu-
minosa) enfuncidn delafisiologiadelaproductividady € rendi-
miento. Enel estudio con G diazotrophicus, enlasdeterminacio-
nesredlizadas en viandastropicaesy frutalesen las condiciones
de Cuba, seencontré unaconcentracion de célulasde4.2x10°por
gramo detejido fresco enlasplantas bacterizadasy 2.7x10?célu-
las por gramo detejido fresco paralas hojas de plantas controles
(sin bacterizar); por eso, es necesario aumentar la concentracion
bacteriana, tanto en las condi ciones experimentales como de ex-
tension, para obtener una respuesta favorable del efecto
agrobiol dgico sobre las especies antes rel acionadas. Larespues-
taalainoculacién encontradaparayuca, malangay papayacons-
tituyen un primer informemundial . El impacto econémico como
consecuenciade lainoculacion es elevado, con unarelacion be-
neficio/costo superior a40:1, por lo queresultaunabiotecnol ogia
sumamente atractivaparaser introducidaen el mercado actual de
agrobiol dgicos. Iguamente, € resultado presentai mpacto cienti-
fico, tecnol 6gico, ambienta y social.

Palabras clave: Gluconacetobacter diazotrophicus, endofitas,
bacteria, agrobacterium, cultivosaimenticios

INTRODUCCION

Los microorganismos endoéfitos comprenden a hon-
gos y bacterias, que viven sin causar dafio en el interior
de las células y los tejidos de plantas superiores durante
una parte considerable de su ciclo de vida, y pueden ha-
bitar en espacios intracelulares, intercelulares o en el tejido
vascular.
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Existe una extensa diversidad de enddfitos, pero los
gue se han estudiado con mayor frecuencia pertenecen a
los géneros Pseudomonas, Entero-bacter, Bacillus,
Gluconacetobacter, Rhizobium, Herbaspirillum, Erwinia'y
Xantomonas (1, 2, 3, 4).

En afios recientes, se ha demostrado las notables
ventajas de la asociacion Rhizobium-cereales, con avan-
ces importantes en la estimulacién del crecimiento de
plantas y las ganancias en nutrientes por via de mayor
extraccion a partir del suelo (5).

Asi, se conoce que el 60-70 % del area de 500 000
ha en las orillas del Nilo se benefician mediante esta
interaccion en la rotacion arroz-Trifolium alexandrinum, L.

Otros estudios se han encaminado a la explicacion
de los mecanismos de asociacidon Rhizobium-plantas.
Datos recientes han puesto de manifiesto que, tanto en
el arroz como el trigo, esta asociacidon comienza por las
células epidérmicas de las raices, a lo que sigue una
migracion ascendente hacia la base del tallo y las hojas,
donde desarrollan altas densidades de poblacion, que
permanecen activas durante periodos relativamente lar-
gos (6).

Desde el punto de vista agrobiolégico, se han reali-
zado multiples experimentos en condiciones de campo,
con la aplicacién de inoculantes de este tipo en polvo y
reduciendo las dosis de fertilizante nitrogenado en canti-
dades significativas. Estos ensayos muestran avances
satisfactorios con aumento en los rendimientos entre 18-
30 % en el arroz y 16-30 % en el trigo (7).

Igualmente, se ha comprobado la presencia de
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii en la rotacién arroz-
leguminosa en sistemas irrigados y secano favorecido (5).
La asociacion Azorhizobium-arroz ha arrojado muy bue-
nos resultados, demostrandose la ubicacion de la bacte-
ria en las células epidérmicas intercelulares.

La asociacion Gluconacetobacter diazotrophicus, en
interaccion con especies cultivables de importancia eco-
némica, ha alcanzado en los Ultimos afios un gran desa-
rrollo en los estudios fundamentales y orientados (8, 9,
10, 11). En este caso, la bacteria se ha aislado de los
cultivos de pifia (Ananas comosus, L. Merr), calabaza
(Cucurbita moschata, Duch y Poir), maiz (Zea mays, L.),
hierba elefante (Pennisetum purpureum, Schum.), papa-
ya (Carica papaya, L.), remolacha (Beta vulgaris, L.) y
zanahoria (Daucus carota, D.C.), entre otros (12, 13, 14).

En este trabajo se ofrece una panoramica sobre la
situacién actual y las perspectivas a seguir de la asocia-
cion de estos microrganismos endoéfitos con plantas de
interés econdmico, incluida una propuesta de asociacion
de Rhizobium sp. en rotacién con especies de gramineas
y leguminosas; asi como los principales resultados de
aplicar G. diazotrophicus como bioestimualdor del creci-
miento y rendimiento vegetal sobre el cultivo de viandas
tropicales.
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MATERIALES Y METODOS

Los estudios se desarrollaron del 2002 al 2006, en
areas agricolas del Instituto de Investigaciones Funda-
mentales en Agricultura Tropical (INIFAT), cultivando la
variedad de papaya MARADOL roja y diferentes clones
de viandas tropicales (yuca: CMC40, malanga: Camerum-
14 y boniato: INIVIT B-88) sobre suelo Ferralitico Rojo (15).
Se empled un disefio de Blogques al Azar en todos los
casos con un tamafio de parcela de 75 m?y cinco répli-
cas por cada variante experimental (experimento 1 para
el caso de las viandas), asi como una distancia de siem-
bra de 4x1.5x1.5 en el caso de la papaya (experimento 2),
con fecha de plantacién de las posturas entre el 5y 11 de
febrero en ambas campafias.

Las dos variantes experimentales consistieron en el
tratamiento inoculado: aspersion foliar y al ruedo de la
planta en papaya, y foliar y al suelo en viandas, y el trata-
miento control sin inocular. Todas las atenciones
agrotécnicas a las plantaciones (viandas tropicales y pa-
paya) en los experimentos se realizaron segun lo reco-
mendado en los instructivos técnicos respectivos (13, 14).
Cada ensayo se repitio al menos dos veces.

Las mediciones de los parametros de crecimiento y
desarrollo sobre las plantas se tomaron, para el caso de
las posturas de papaya, a un total de 100 plantulas (fase
de vivero) y, para las plantas adultas, a un total de 25
plantas por tratamiento; en las viandas se midieron 25
plantas por cada tratamiento. El rendimiento agricola se
evalué por planta, asi como el total de cada parcela expe-
rimental, evaluando ademas el largo, peso y diametro pro-
medio de las raices, los tubérculos y frutos de papaya.

La bacteria G. diazotrophicus cepa INIFAT Abn-1,
crecio en medio SG (16), disefiado para la obtencién de
biomasa y con ayuda de un fermentador del tipo
BIOLAFITTE de 5 L de capacidad, regulado a 32°C de
temperatura, 250 rpm de agitacion, 1.0 vvm de aireacion
y pH libre; todos los pardmetros registrados a partir de un
madulo electrénico acoplado al fermentador.

El proceso fermentativo tuvo una duracion de 21 ho-
ras y se alcanz6 una poblacion o concentracion celular
final de 3.5 x 10" UFC.mL™ del indculo. El biopreparado
se aplicé en el momento de la siembra de las plantas a
razén de 2 L.ha* con ayuda de una maquina fumigadora
regulada a tres atmosferas de presion. La aspersion se
realiz6 de forma foliar y al suelo. Las plantulas de papaya
habian sido tratadas anteriormente en el vivero, por as-
persién de una suspensiéon de 1/100 de la bacteria en
agua comun con ayuda de una mochila fitosanitaria.

En la Tabla | se relacionan los andlisis de suelo co-
rrespondientes a los lotes donde se realizaron los res-
pectivos ensayos.

Una segunda aplicacién sobre papaya en campo, a
la misma dosis, se realiz6 al inicio de la floracion de las
plantas, pero en esta ocasién con ayuda de una
motomochila, tratando en todo momento de asperjar toda
la planta (ciclon) y la zona del suelo que la rodea (ruedo).
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Tablal. Caracteristicas quimicas del suelo utilizado
en los ensayos

Expgi- MO Ntotd pH PO KO Ca Mg
mentos (%) (ppm)  (H,O)  (mgl0g)  (cmolkg?)
1 3% 5 73 5 &4 91 37
2 309 57 72 49 6l 87 35

La cuantificacién del endéfito se realiz6 en la hoja
mas desarrollada de cada planta a los 130 dias de edad;
a partir de este material (fresco), se obtuvo un extracto
acuoso con agua destilada estéril mediante su maceracion
con mortero esmerilado también estéril. Con una alicuota
de este extracto se realizaron las diferentes diluciones,
para su posterior conteo en placas conteniendo medio
LGI-P (7-25).

Los datos experimentales se evaluaron
estadisticamente mediante un analisis de varianza para
Bloques al Azar con cinco réplicas, previa comprobacion
de la normalidad de las variables y transformandolas por
raiz de x y logaritmo de X, segun el caso. Los promedios
de los tratamientos se compararon con una prueba de
Student Newman-Keuls (SNK), considerando el 5 % como
nivel de significacién. El procesamiento de toda la infor-
macion se realiz6 mediante al programa STAT. ICTF 4.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

#* Estado actual de las investigaciones sobre los
microorganismos endofitos y su asociacién con plan-
tas cultivables

Los estudios realizados con proteina verde fluorescen-
te (gfp) en variedades de arroz colonizadas por Rhizobium
indican que la bacteria coloniza totalmente las raices.

Igualmente, en la asociacién Azorhizobium
caulinodans se ha demostrado la colonizacion de raices
por la bacteria, cuando los cultivos se suplementan con
flavonoides. Por otra parte, en la interaccion enddfita plan-
ta-bacteria, se ha demostrado una mayor capacidad de
invasion de las células corticales de raices, en relacion
con las asociaciones no enddfitas. Esta tendencia se ha
comprobado al comparar los conteos de células viables
en placas contra microscopia directa con bacterias mar-
cadas con gfp y se ha observado una fuerte actividad de
colonizacion que disminuye a partir de que la planta al-
canzala senescencia (17).

Un resultado similar también se demostro
escaneando imagenes de microscopia electronica asisti-
da através de software (CMEIAS, Centro de Sistemas de
Analisis de Imagenes para Ecologia Microbiana), en raices
inoculadas con un biofertilizante a base de R. legumino-
sarum bv. trifolii en trébol (18, 19).

Se han realizado estudios bioquimicos con
Rhizobium en asociacién con avenay arroz, en cuanto a
la capacidad de absorcion y penetracion de la bacteria
como enddfito en los tejidos (pared celular) de las raices
de estas plantas. En este sentido, se han cuantificado
por electroforesis concentraciones adecuadas del complejo
CMC asa (18, 20).
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Igualmente, se ha demostrado en cultivos
nogtobidticos de diferentes variedades de arroz, que la
colonizacién por Rhizobium promueve el crecimiento de
tallos y raices de forma diferencial, o sea, una respuesta
positiva, neutral y algunos negativos, comprobandose ge-
neralmente un alto nivel de especificidad cepa-variedad (21).

La actividad de promocion del crecimiento observa-
da se manifiesta, fundamentalmente, por una mayor ca-
pacidad germinativa, seguida del incremento en la longi-
tud de la raiz, altura del tallo, area foliar, contenido de
clorofila, capacidad fotosintética, volumen radical y
biomasa. Resultados similares se obtuvieron en trigo (3).

Se ha experimentado en la obtencién de inoculantes
a base de estas cepas enddfitas, con el objetivo de reducir
dosis de fertilizante nitrogenado (entre 85y 150 kg N.ha™) e
incrementar el rendimiento agricola en campos cultivados
de cereales, fundamentalmente de arroz y trigo (21).

En Egipto, a partir de estos datos se han disefiado
diferentes métodos de bioensayo (plant growth promotion,
PGPR) para un sistema de seleccién de cepas efectivas
de Rhizobium; de hecho, se han obtenido los primeros
avances en extensiones de inoculantes a base de la bac-
teria, en rotacion de cereales-leguminosas en fincas de
campesinos y empresas privadas alrededor de las areas
del Nilo.

Estas pruebas realizadas en 24 localidades, con di-
ferentes niveles de fertilizante nitrogenado (25, 75y 100 %)
en areas previamente no inoculadas, mostraron la eficien-
cia de diferentes cepas (cuatro) en arroz y trigo, lograndose
registrar aumentos entre 3-4 t.ha™ en comparacion con
1.0-1.5t.ha cuando no se biofertilizé. Los biofertilizantes
en forma solida se emplearon a razén de 720 g.ha™ con
un nivel de eficiencia de 85 % en arroz y 91 % en trigo.

En Wisconsin, EUA, se ha demostrado con experi-
mentos en condiciones de campo la efectividad del
Rhizobium (recomendado para arroz) en el cultivo del maiz.
La inoculacién promedié aumentos significativos en el
peso seco de las plantas en siete genotipos de maiz (21).
Se ha comprobado una alta respuesta del genotipo de
maiz a la asociacién con cepas de Rhizobium; por tanto,
es necesario identificar los genes en las plantas que ex-
presan o intervienen en la respuesta al enddfito.

Igualmente, se ha comprobado que una de las ce-
pas de Rhizobium efectivas en arroz es capaz de promo-
ver el crecimiento de tallos, raices, biomasa y toma de
nitrégenoy calcio, para ciertas variedades de algodén en
condiciones de casa de cultivo (21).

Se ha comprobado que las cepas de Rhizobium con
arroz (variedades especificas) han colonizado también otras
variedades (Sinandomeng, PSBRC-74, PSBRC58 y
PSBRC18), encontrandose tanto en la superficie de la
raiz como en el area que rodea a las raices. En este
caso, se alcanzaron niveles (UFC/g.raiz) entre 1.50x10”
y 1.03x10°. La cepa E11 proviene de R. leguminosarum
bv. trifoliiy BSS 202 a partir de Saccharum spontanium (21).
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Al inocular Azospirillum brasilense en arroz, se ha
encontrado una respuesta similar en cuanto a la
estimulacién del crecimiento vegetal, incluso en la absor-
cion de nutrientes (Fe, Cu, By Mn).

Por otra parte, al aplicar Rhizobium a este cereal,
se ha incrementado entre 22 y 50 % el contenido de
nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, Na, Zn y Mo), lo que le con-
fiere un mayor valor nutricional a la alimentacién, o sea,
un valor agregado que repercute en la dieta humana, como
es el caso del zinc, que influye marcadamente en la ma-
duracién de los érganos reproductores y el desarrollo del
feto en la mujer (21).

Ademas, al analizar la composicion de proteinas con
SDS-PAGE y RP-HPLC, en lavariedad de arroz G17al177
cultivado en campo e inoculado con el enddfito cepa E11
de Rhizobium, ellos indican que no hubo diferencias en
los rangos de mayor contenido de proteinas, particular-
mente glutelina, globulinas y albumina; sin embargo, se
ha comprobado un aumento significativo en el nitrégeno
total del grano por hectarea de cultivo en forma de protei-
na, y por ende un mayor valor nutricional.

Estudios realizados en los Ultimos afios sugieren que
Rhizobium (cepa E11) produce AlA (triptofano dependien-
te) en cultivos puros y en cultivos nognotobidticos de arroz.
Asi, se ha disefiado un medio de cultivo para optimizar la
produccion de AIA con esta cepa (21) y, de hecho, se ha
comprobado la posibilidad de estimular el volumen radical.

En esta direccién, empleando espectrometria de
masay cromatografia gaseosa de ionizacion de llama, el
analisis de fracciones sobrenadantes de cultivo de la cepa
E11 indica la presencia de AlAy giberelina (correspondiente a
GA7) (21).

Los suelos del rio Nilo se utilizan para cultivar arroz
con concentraciones superiores a 1 000 ppm de fésforo
no asimilable y se ha comprobado que el aniego no per-
mite mas de 8 ppm de fésforo disponible para el cultivo;
por tanto, ha sido necesario estudiar la mayor diversidad
de cepas de Rhizobium con actividad solubilizadora, que
ademas promueven el crecimiento vegetal.

Asi, en ensayos in vitro se ha comprobado la activi-
dad solubili-zadora de varias cepas, tanto para fésforo
inorganico (fosfato de calcio) como organico (hexafosfato
de inositol) (21). EI mecanismo que se conoce es a tra-
vés de la acidificacién extracelular y produccién de enzi-
ma fosfatasa.

En general, se ha comprobado que las ganancias de
nitrégeno en biomasa y granos de arroz, al ser inocula-
das con cepas seleccionadas de Rhizobium, provienen
de la absorcidn del nitrdgeno mineral del sueloy no de la
FBN, lo que ha sido comprobado por ARAY **N en condi-
ciones de invernadero y campo (21).

Finalmente, todo parece indicar que Rhizobium po-
see un nicho ecolégico adicional, capaz de involucrar tres
componentes en el ciclo de vida: | fase heterotrofica de
vida libre, 1l fase endosimbiotica donde se realiza la FBN
en los nédulos de leguminosas vy Il fase benéfica de
estimulacion del crecimiento, mediante endocolonizacion
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con raices de cereales en la propia rotacién de cultivos
(18, 21). En este sentido, se puede plantear que ocurre
una rotacién (no sucesién) microbiana en funcion de la
fisiologia de la productividad en la rotacién de los culti-
vos, lo cual promueve el efecto beneficioso esperado en
la formacidon del rendimiento agricola del sistema legumi-
nosa-cereal-leguminosa.

Estos avances indican la factibilidad de buscar nue-
vas asociaciones Rhizobium leguminosa-cereal, con el
objetivo de desarrollar biofertilizantes con capacidad de
incrementar la produccién de cereales, através del con-
sumo de menor cantidad de fertilizante nitrogenado y el
consiguiente beneficio econémico, ambiental y social, lo
cual puede lograrse a través del concepto de promover la
cooperacion entre instituciones de investigacion cientifi-
ca gubernamentales y el sector privado, éste Ultimo re-
presentado por campesinos y la industria biotecnolégica
agricola.

# Perspectivas del estudio y aplicacién de enddfitos en
sistemas agricolas

En estos momentos, en el mundo se avanza en los estu-
dios agrobiol6gicos de la asociacién Rhizobium-cereales y
otras asociaciones (Azospirillum, Herbaspirillum, Bacillus,
Gluconacetobacter diazotrophicus), obteniéndose notables
resultados en la estimulacién del crecimiento; asi como
en la posibilidad de disminuir cantidades significativas de
nitrégeno con ventajas ecoldgicas, por constituir estos
biopreparados insumos biotecnolégicos de residualidad baja
0 practicamente nula.

En el caso de Cuba, se han obtenido muy buenos
resultados con el aislamiento y la aplicacion como
estimulador del crecimiento (modalidad de experimenta-
cion y extensién agricola) de Gluconacetobacter
diazotrophicus en cultivos con alto contenido de azUcares
(papa, calabaza, viandas tropicales, frutales, rosa amarilla
y rojas), a diferencia de otros resultados del mundo, en los
cuales larespuesta agrobioldgica encontrada se centra en
experimentos y pequefias parcelas de suelo (6).

Se recomienda realizar estudios futuros sobre nutri-
cién con este y otros microorganismos asociados (gran-
des perspectivas en hongos micorrizégenos arbusculares),
en funcion de poder cuantificar las ganancias en nitrégeno
(con esta bacteria y otros microorganismos fijadores, mé-
todo isotépico de N) y fésforo (solubilizadores,
cuantificacion del *2P), con el fin de poder reducir la dosis
de ambos elementos en las cartas agrotécnicas de los
cultivos para diferentes sistemas de produccion agricola
(nutricibn mineral, organica, bioorganica y biorganomineral).

En este sentido y teniendo en cuenta el
germoplasma que hoy se cultiva y comercializa por las
empresas productores de semilla, el predominio de los
sistemas de produccién actuales no se ajusta a un mo-
delo de produccién netamente organico, ya que la base
genética de estos materiales proviene de la incorpora-
cién de genes predominantes bajo el esquema de la revo-
lucién verde, por lo que los genetistas, agronomos,
microbidlogos, fitopatdlogos, fisidlogos y economistas
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deben estudiar la obtencién de materiales adaptados a
bajos insumos nutricionales (macro y microelementos)
y, al mismo tiempo, combinar estos estudios con el ma-
nejo bioorganico de sustratos, incluido el suelo, con la
finalidad de mantener un nivel aceptable de rendimiento
(capaz de asegurar un nivel elemental de volumen
alimentario por habitante en el planeta) y la calidad del
ambiente.

En cuanto a la bioindustria, se debe prestar gran
atencion al disefio y la obtencién de biopreparados basa-
dos en profundos estudios de investigacion fundamental
y fundamental-orientada, con adecuadas formas termina-
das, capaces de poderse aplicar a dosis no alarmantes,
desde el punto de vista del desequilibrio ecoldgico del
agroecosistema, que puede ser provocado por la incorpo-
racion al suelo de elevadas concentraciones de biomasa
bacteriana.

Datos recientes en la literatura técnico-comercial
indican laintroduccién y aplicacién de un gran nimero de
biopreparados, con elevadas concentraciones y diversidad
microbiana.

Esta situacién puede en pocos afios alterar el equi-
librio ecoldgico, méas aun si se tiene en cuenta la aplica-
cién conjunta de otros biopreparados microbianos con
igual situacién, como es el caso de los biopesticidas,
mejoradores de suelo, bioestimuladores, por lo que con-
duciria a una etapa similar a lo sucedido bajo el esquema
de la Revolucién Verde. Asi, se estaria en presencia de
un evento de biologizacion desequilibrada del ecosistema,
es decir, una aplicacién no planificada o indiscriminada
de productos biolégicos, sin tener en cuenta la relacion
bioproducto-funcién-residualidad, en base a la naturaleza
y las riguezas garantizadas del producto, dosis y nimero
de aplicaciones minimas recomendadas, para obtener el
efecto agrobioldgico y medioambiental deseado.

A pesar de que esto no esta legislado actualmente,
ya ha sido el lamado de atencién de algunos eco6logos
microbianos y otros especialistas, que han incidido de
una forma u otra en las corporaciones, pequefas y me-

dianas empresas, respecto a la regulacién de la aplica-
cién indiscriminada de biopreparados de este tipo, o sea,
biofertilizantes y bioestimuladores (6).

Enrelacion con los biopesticidas la situacion es algo
diferente, ya que existen regulaciones para su licenciade
introduccién de tipo mas rigurosa, asi como las pruebas
ecotoxicolégicas que se exigen paratal efecto, pero no se ha
establecido un sistema que regule su aplicaciéon, como ya
existia en los Ultimos afios de la Revolucion Verde para los
pesticidas.

#* Resultados en Cuba con la aplicacion del endoéfito
Gluconacetobacter diazotrophicus en cultivos de im-
portancia econémica

Los estudios con el enddéfito comenzaron en Cuba a
finales de los 90, con el aislamiento de la bacteria a partir
de fracciones de diferentes érganos de la planta de varios
cultivos de interés y posterior establecimiento de la co-
leccién del microorganismo. En otras investigaciones, en
la Facultad de Biologia de la Universidad de La Habana,
igualmente se han concretado importantes resultados de
caracter fundamental, aunque no se han obtenido aln
resultados aplicados a la agricultura (8, 9, 10).

Asi se han obtenido varios aislados, que después
de rigurosas pruebas de seleccion (6, 7) han arrojado
importantes resultados, al aplicar la bacteria como
base del biopreparado ACESTIM en base a la cepa
Abn1 (TablaIl).

Como se observa en dicha tabla, fue notable el efecto
de la bacteria sobre los indicadores evaluados en el cul-
tivo del boniato, con una importante actividad
estimuladora que pudo ser producto de la biosintesis de
acido indolacético (AlA) y/o citoquininas (15, 22, 23, 24).

La tabla muestra el efecto de la inoculacién foliar y al
suelo del microorganismo sobre el cultivo del boniato, en
dos afios de experimentacién sobre areas del INIFAT. En
ambas campafias de siembra, el biopreparado logré incre-
mentar el largo de las plantas (33-34 %), nUmero de hojas
(31-62 %), didmetro del tallo (38-40 %) y didmetro del tu-
bérculo (34-45 %), en relacion con las plantas controles.

Tabla Il. Respuesta del cultivo del boniato a la inoculaciéon con G. diazotrophicus, cepa INIFAT Abn1,

en Santiago de las Vegas

Variantes Largo delaplanta No. de hojas Diametro tallo Diametro del tubérculo Rendimiento
(cm) (mm) (cm) (t.hal)

Camparia 2003

Control 21.35b 9.56 b 3.59b 5.10b 27.81b

Inoculado 2759 a 1257 a 483 a 7.46 a 41.75a

Esx 0.34 1.8 0.21 0.11 0.72

CV (%) 7.58 3.35 3.20 2.27 11.03
Camparia 2004

Control 23.48b 8.70b 351b 6.01b 29.32b

Inoculado 31.10a 13.15a 490 a 8.16a 43.96 a

Esx 0.10 1.6 0.30 0.17 0.60

CV (%) 6.40 4.00 4.15 3.29 15.10

Medias con letras no comunes difieren significativamente entre si por prueba de Anova y de Student Newman Keuls con p<5 %
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El rendimiento agricola se increment6 en 51y 48 %
para el 2003 y 2004, respectivamente. En el caso de este
indicador, se manifiesta un mayor indice de aumento en
comparacion con la etapa experimental, fenémeno que
ocurre normalmente.

En otros cultivos, igualmente se han logrado buenos
resultados al aplicar el microorganismo. Por ejemplo, en
malanga y yuca se obtienen efectos altamente beneficio-
s0s, en cuanto a la estimulacion de indicadores del cre-
cimiento y desarrollo de las plantas y el rendimiento agri-
cola (Tabla I11).

Tablalll. Efecto del ACESTIM en el cultivo de lamalanga
cultivada sobre suelo Ferralitico Rojo (clon
México 1) 2002-2003, Giiira de Melena

Variante Diametro Largo Rendimiento
del tubérculo  del tubérculo (t.ha?)
(cm) (cm)
Testigo 3.89b 6.75b 28.95b
Inoculado 6.15a 13.10a 40.70 a
Esx 0.96 0.617 1.04
CV (%) 67.06 20.21 11.15

Estos resultados también constituyen un primer in-
forme en relacion con el efecto del enddfito sobre la
malanga. Aungque no se muestran datos del crecimiento
y desarrollo en etapas intermedias del cultivo, es nece-
sario sefialar que en todo momento el desarrollo de las
plantaciones inoculadas fue superior al de las plantaciones
testigos.

Un indicador de mucho interés, por parte de los pro-
ductores al extender estos resultados a condiciones de
produccion, fue el cierre de las plantaciones en un tiem-
po menor (5-8 dias antes), lo que contribuyd sobremane-
ra a un menor enyerbamiento, que en el caso de este
cultivo resulta importante, ya que la mayoria de las labo-
res de limpia se realizan de forma manual.

En la campafia 2003-2004, se obtuvieron resultados
con la misma tendencia, al aplicar las plantaciones de
malanga (clén Camerin 14) con G. diazotrophicus,
lograndose incrementar el rendimiento agricolaen 38 %y
obteniéndose tubérculos de mayor calidad comercial (da-
tos no mostrados).

Cuando se aplico el biopreparado sobre plantaciones
de yuca, la altura de las plantas aumenté enun 36 % y el
diametro de la raiz en un 58 %, a diferencia del nimero
de ramas y diametro del tallo, que promediaron mas del
doble al comparar las plantas inoculadas y los testigos
en un total de 7.45 ha de prueba (Tabla V).

El rendimiento en raices aument6 14 t.ha™, como
consecuencia de la bacterizacion, lo que representa
un 45 % de incremento en relacion con las plantacio-
nes de yuca que no fueron tratadas con el microorga-
nismo.

En la campafia 2005-2006, la produccién en raices
promedié un 33 % de aumento al aplicar el biopreparado,
con incrementos entre 21 y 57 % para los diferentes
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indicadores de crecimiento y desarrollo de las plantas;
en este caso, un dato de mucho interés resulto ser el
namero de raices con calidad comercial, el cual promedié
un 87 % cuando se bacterizé, en relacion con las planta-
ciones controles (sin actividad de la bacteria), donde se
logré medir un 71 % de este indicador.

Tabla IV. Incidencia de la bacterizacion sobre las
plantaciones de yuca en la localidad de
Santiago de Las Vegas, campafia 2004-2005

Vaiates  Altura Node Diavgro Diavetro  Rendimiento
(m rames tdlo raiz (thad)
primerias (cm) (cm)
Control 1%b 256b 2.80b 390b 4041b
Inoculado 260a 570a 54 a 6.23a M06a
Esx 0.313 0.72 020 035 104
V(%) 5.07 364 270 303 108

En papaya se han obtenido excelentes resultados,
al bacterizar con G. diazotrophicus, lo cual constituye un
primer informe al igual que en el caso de los cultivos de
yucay malanga.

EnlaTablaV se muestra la respuesta de las plantas a
lainoculacién en el momento de la cosecha. El rendimiento
se incremento en un 38 %, con la obtencién de mas de 10 kg
por planta tratada, en relacion con las plantas controles sin
tratar. La calidad de los frutos se mostré mayor al aplicar la
bacteria, con aumentos de 12, 17y 25 % en cuanto al largo,
diametro y peso, en comparacion con los frutos provenien-
tes de las plantaciones no inoculadas.

Estos resultados no pueden compararse con otros
de la literatura para este cultivo u otro frutal, ya que no
se han encontrado estudios al respecto; sin embargo,
se corresponden con los encontrados en otras espe-
cies cultivables, como la yuca, el boniato y la papa en
las condiciones de Cuba (3) y en boniato y maiz en
Brasil y Estados Unidos (1, 11, 25).

En otra campafia de experimentacion posterior, esta
vez evaluando solo el rendimiento agricola, se pudo compro-
bar nuevamente el efecto de Gluconacetobacter
diazotrophicus sobre la cosecha de plantaciones de pa-
paya (Tabla V1).

Al respecto, es de interés destacar que aunque no
se muestran los datos del crecimiento y desarrollo de las
plantas durante el ciclo del cultivo, asi como el efecto de
la bacteria sobre las plantulas en el vivero, en todo mo-
mento se pudo comprobar la superioridad demostrada por
las plantas bacterizadas en relacién con las que no reci-
bieron la bacteria via inoculacion.

Al efectuarse el conteo de la poblacién bacteriana
en las hojas durante esta campafia, se encontré un
ndmero de 2.5x10°8 células por gramo de tejido proce-
dente de plantas inoculadas, en comparacion con
3.1x10%células por gramo de tejido fresco proveniente
de hojas de plantas controles sin inocular. Este com-
portamiento resulta similar el encontrado en la cam-
pafia anterior, en cuanto a la distribucion del microor-
ganismo en el sistema planta.
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Tabla V. Comportamiento de plantaciones de papaya en cosecha al ser tratadas con G. diazotrophicus,
campafia 2004-2005

Variante Largo/fruto (cm) Diametro/fruto (cm) Peso/fruto (kg) Rendimiento (kg.pl'l) Rendimiento (t.ha‘l)
Testigo 20.67 b 10.85b 152b 29.11b 64.71b
Inoculado 23.20 a 12.71a 1.90 a 40.23 a 89.53 a

Esx 0.901 0.424 0.82 0.547 0.60

CV (%) 15.28 13.36 19.14 11.39 13.24

Medias con letras no comunes difieren significativamente entre si por prueba de Anova y de Student Newman Keuls con p<5 %

Tabla VI. Efecto de G. diazotrophicus sobre el rendimiento de plantaciones de papaya, campafia 2005-2006

Variante Largo/fruto Diametro/fruto Peso/fruto Rendimiento Rendimiento
(cm) (cm) (kg) (kg.pI™) (tha)
Testigo 21.18b 11.03b 1.63b 32.25b 71.59b
Inoculado 2430a 1412 a 214 a 46.10 a 98.24 a
Esx 0.83 0.61 0.90 0.63 0.84
CV (%) 11.40 9.30 13.61 14.25 12.58
En relacion con el rendimiento agricola y la calidad Como se ha observado en los diferentes acéapites
de los frutos de cosecha, los resultados durante la cam- del trabajo, la potencialidad de aislar e introducir esta
pafia 2005-2006 se muestran superiores a los registra- bacteria y otros endéfitos en elevadas poblaciones en el

dos durante la campafa anterior. Este comportamiento agroecosistema, en relacion con la cuantia en que nor-
puede deberse a las condiciones que imperaron en cada malmente se encuentran, con el objetivo de poder ejercer
caso; por ejemplo, el nivel de precipitaciones fue superior un efecto beneficioso cada dia cobra mayor interés (1, 9,

en el tltimo periodo de siembra. No obstante, es de inte- 10, 11, 26, 27).

rés destacar que el aumento logrado producto de la ino- De hecho, las relaciones endoéfitas hoy dia se pre-
culacién resulté similar en ambas campafias de siembra, sentan como de vital perspectiva, en cuanto a la eficien-
con 38y 42 % de incremento para la primeray la segun- cia del sistema planta-microorganismo, ya que las pérdi-
da, respectivamente. das por lixiviacién, volatizacién, disolucién en la solucion

El beneficio econémico producto de la aplicacion de edéfica de suelo, bioconversion y arrastre e inmoviliza-
la bacteria es elevado. En este orden, si se tiene en cuenta cién de contenido celular, a partir de la asimilacion por la
gue el aumento promedio del rendimiento en relacién con biocenosis presente en el suelo, no se presentan, por lo
las plantaciones sin tratar, durante ambas campafias de gue las ganancias metabdlicas y, por consiguiente, ener-
experimentacion, es de 25 t.ha™ y considerando que el géticas en funcién de la economia celular y formacion del
valor de unatonelada de fruta fresca madura de papaya rendimiento son superiores.
corresponde a $4 500, el efecto econdmico por este con-
cepto seria de $112 500 por cada hectarea del cultivo REFERENCIAS
aplicada con G. diazotrophicus. Por otra parte, cada litro

de producto tiene un costo de $13.27, por lo que el volu- 1. Mufoz, J. y Caballero, J. Population dynamics of
men total a aplicar en una hectarea representa un valor Gluconacetobacter diazotrophicus in sugarcane cultivars
de $26.54 mas $2.63 por concepto de costos de aplica- and its effect on plant growth. Microbial Ecology, 2003,
cién, para un total de $ 29.17.ha™. vol. 46, p. 454-464.

2. Cocking, E. C. Endophytic colonization of plant roots by
nitrogen-fixing bacteria. Plant and Soil, 2005, vol. 252,
p. 169-175.

De acuerdo con este analisis, la relacién beneficio/
costo de la aplicacién del biopreparado resulta mucho

mas elevada, con un valor aproximado dg: r_nés de 3750:1, 3. Dazzo, F. B.y Yanni, Y. G. The natural Rhizobium-cereal
por lo que queda demostrada la potencialidad de la aso- crop association as an example of plant bacteria
ciacion de la bacteria con el cultivo de la papaya. A esto interaction. En: Biological Approaches to Sustainable Soil
se le une un marcado impacto ambiental por concepto de Systems. Boca Ratén: Taylor and Francis, Eds. 2006.
aplicacion de un producto biodinamico en equilibrio con 123-125 p.
el agroecosistema, contribuyendo asi a su descontami- 4. Espafia, M.; Cabrera, E. y Lopez, M. Study of nitrogen
nacion. fixation by tropical legumes in acid soil from Venezuelan
El hecho de disponer de un mayor volumen de frutos ;avgn;zzlusmg 15N. Terciencia, 2006, vol. 31, no. 3,

frescos (n:jasl de Zt?It pgr Ca.d?j hec.tarfaa trlatada) }Ii)ara el 5. Reddy, P. M.y Dazzo, F. B. Rhizobial communication with
consumo de la poblacion o industria, igualmente le con- rice. Induction of phenotyphic changes, mode of inva-

fiere un apreciable impacto social al resultado de la apli- sion, and extent of colonization in roots. Plant and Soil,
cacion de este método biotecnolégico. 1997, vol. 194, p. 81-99.
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