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RESUMEN

Gluconacetobacter 
  diazotrophicus es un microorganismo endófito que presenta, dentro 
  de sus características, mecanismos directos e indirectos de estimulación 
  del crecimiento vegetal. A pesar de sus grandes perspectivas para constituir 
  el principio activo de un bioproducto de uso agrícola, en Cuba no existe 
  ninguno elaborado a partir de esta especie bacteriana. El aislamiento de cepas 
  del microorganismo y su caracterización constituyen pasos importantes 
  para la obtención de un biopreparado, pues permiten la selección 
  inicial de cepas que tengan características adecuadas para la estimulación 
  del crecimiento. En la presente investigación se purificaron 85 aislados 
  de microorganismos endófitos, a partir de los diferentes órganos 
  de 24 especies vegetales. Cuatro de ellos fueron identificados como Gluconacetobacter 
  diazotrophicus, al comparar sus características con las de cepas 
  patrones de la especie bacteriana. Los microorganismos seleccionados provenían 
  de frutos de guayaba (Psidium guajava L.) y mango (Mangifera indica 
  L.), así como de tallos de yuca (Manihot esculenta Crantz.) 
  y remolacha (Beta vulgaris L.). Se destacó la presencia del 
  microorganismo en los dos primeros cultivos para Cuba y el aislamiento en la 
  guayaba a nivel internacional. Las cuatro cepas mostraron diferencias en su 
  capacidad de solubilizar fósforo, producir ácido indol acético 
  y en su actividad antagonista frente a Fusarium moniliforme y Fusarium 
  incarnatum. Al agruparse las cepas por sus características, se diferenciaron 
  los microorganismos provenientes de mango y remolacha, los que se consideran 
  promisorios para realizar estudios en condiciones in vivo del efecto de su interacción 
  con otros cultivos.
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ABSTRACT

 Gluconacetobacter 
  diazotrophicus is an endophyte microorganism with direct and indirect mechanisms 
  for vegetable growth promotion among its characteristics. Despite its great 
  perspective to constitute the active principle of a bioproduct for agricultural 
  purposes, so far there is not any product derived from this bacterial species 
  in Cuba. The strain isolation and its characterization are important steps to 
  obtain a biopreparation, since it enables the initial selection of strains with 
  adequate characteristics for vegetable growth stimulation. In this research, 
  85 endophyte isolates were purified from different organs of 24 plant species. 
  Four of them were identified as Gluconacetobacter diazotrophicus, when 
  comparing its characteristics with those from pattern strains of the bacterial 
  species. Microorganisms were selected from mango (Mangifera indica 
  L.) and guava (Psidium guajava L.) fruits as well as from yucca (Manihot 
  esculenta Crantz.) and beet (Beta vulgaris L.) stems. The presence 
  of this microorganism was relevant in the first two crops for Cuba whereas the 
  isolation in guava at the international level. The four strains had differences 
  regarding their capacity to solubilize phosphorus, to produce indol acetic acid 
  and its antagonistic activity against Fusarium moniliforme and Fusarium 
  incarnatum. As strains were grouped according to their characteristics, 
  mango and beet microorganisms were different, which are considered promising 
  to study the effect of its interaction with other crops under in vivo conditions.
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INTRODUCCIÓN

 Gluconacetobacter 
  diazotrophicus es una bacteria endófita perteneciente al phylum 
  Proteobacteria, sección Alfa, orden Rhodospirillales y familia Acetobacteriaceae. 
  Se aisló por primera vez en 1988 (1), asociada al cultivo de la caña 
  de azúcar (Saccharum officinarum L.). Posee grandes atractivos 
  para la elaboración de bioproductos estimuladores del crecimiento vegetal, 
  debido a su capacidad para fijar nitrógeno atmosférico, producir 
  ácido indol acético (AIA), solubilizar nutrientes minerales como 
  el fósforo y el zinc y presentar actividad antagonista frente a organismos 
  fitopatógenos (2).

  

  Los resultados positivos de su inoculación en caña de azúcar 
  (Saccharum officinarum L.) (3), sorgo (Sorgum bicolor L. Moench.) 
  (4), maíz (Zea mays L.) (5), malanga (Xanthosoma spp.), 
  boniato (Ipomoea batata L.) y yuca (Manihot esculenta Crantz.) 
  (6) refuerzan las perspectivas de poder utilizar con éxito esta bacteria 
  en la elaboración de inoculantes. Sin embargo, en Cuba aún no 
  existe un producto comercial, elaborado a partir de este microorganismo.

  

  El aislamiento de cepas de G. diazotrophicus asociadas a especies vegetales 
  cultivadas en el país y su caracterización, objetivos de la presente 
  investigación, permitirán realizar una selección de microorganismos 
  adaptados a las condiciones edafoclimáticas de Cuba, que tengan características 
  adecuadas para la estimulación del crecimiento de las plantas. En un 
  futuro estas cepas podrían constituir el principio activo de un bioproducto, 
  que provoque efectos positivos al ser aplicado sobre cultivos de interés 
  agrícola.

 

 MATERIALES 
  Y MÉTODOS

 Aislamiento 
  de microorganismos: el aislamiento de los microorganismos endófitos 
  se realizó a partir del macerado, con ayuda de un mortero estéril 
  de un gramo de los diferentes órganos (raíz, tallo, hojas, flores 
  y frutos) de 24 especies vegetales (Tabla I).



  

 La savia extraída 
  se adicionó a razón de 0,5 mL, en frascos de 10 mL con 5 mL de 
  medio LGI semisólido (6). Durante el macerado se añadió 
  un mililitro de agua destilada para favorecer el procedimiento.

  

  La purificación de los microorganismos se realizó en el medio 
  LGI sólido (6) vertido en placas Petri de 90 mm, a partir de una muestra 
  inicial de la película de crecimiento en la variante semisólida, 
  sembrada por diseminación. Tanto los frascos con medio semisólido, 
  como las placas Petri, fueron incubados durante cinco días a una temperatura 
  de 28 ± 2 °C.

  Selección de cepas de G. diazotrophicus: los microorganismos 
  purificados fueron sometidos a un proceso de selección por descarte, 
  a partir de la ejecución de cuatro bloques de pruebas, incluidas dentro 
  de ellas las determinaciones morfológicas y fisiológicas (1):


  	 Bloque I. Pigmentación 
    en los medios LGI y Agar Papa.

  	 Bloque II. 
    Tinción de Gram y presencia de enzimas catalasa (cat) y citocromo oxidasa 
    (ox).

  	 Bloque III. 
    Utilización de citrato como fuente de carbono (cit), hidrólisis 
    de proteínas (almidón (alm) y gelatina (gel)), producción 
    de indol a partir del triptófano (tpr) y utilización de manitol 
    como fuente de carbono.

  	 Bloque IV. 
    Crecimiento en sacarosa (sac 30 %) y glucosa al 30 % (glu 30%) y degradación 
    de tiras de papel de filtro (actividad celulolítica). 
    
      Los resultados 
        se compararon con los obtenidos en tres cepas patrones donadas por el 
        Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (CIGB), 
        la PAL5 (ATCC 49037) de caña de azúcar, la UAPAc 7 de piña 
        (Annanas comosus L. Merrill.) y la CFNCf 13 aislada del cultivo 
        del cafeto (Coffea arabica L.).

    

  



 Caracterización 
  de cepas de G. diazotrophicus: la caracterización se realizó 
  a partir de los siguientes indicadores:


  	 Fijación 
    biológica de nitrógeno. La capacidad de fijación de nitrógeno 
    atmosférico se determinó de forma cualitativa. Las cepas fueron 
    inoculadas en medio LGI semisólido (1) carente de nitrógeno 
    combinado. Se consideró que el microorganismo fijaba nitrógeno 
    atmosférico al mantener el crecimiento después de cinco inoculaciones 
    sucesivas en este medio de cultivo. En todos los casos se incubó a 
    30 °C de temperatura.

  	 Solubilización 
    de fósforo. Se utilizó el medio de cultivo NBRIP (7). La solubilización 
    del nutriente se determinó a partir de la medición del halo 
    amarillo formado alrededor de la colonia bacteriana a las 24, 48 y 72 horas 
    de incubación a 30 °C de temperatura.

  	 Producción 
    de ácido indol acético (AIA). La producción de AIA se 
    cuantificó utilizando el método colorimétrico de Salkowsky 
    (8). Para realizar el ensayo los microorganismos fueron crecidos en medio 
    Caldo Triptona Soya. Se utilizó para la fermentación una zaranda 
    orbital regulada a 180 rpm de agitación, 30 °C de temperatura durante 
    24 horas. El experimento se realizó con tres repeticiones por cepa 
    y como control negativo se utilizó el medio de cultivo sin inocular. 
    Se midió la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 535 
    nm en un espectrofotómetro UV visible.

  	 Actividad antagonista 
    frente a Fusarium spp. El medio de cultivo Agar Avena se inoculó con 
    una suspensión celular de un 10 % de las cepas de G. diazotrophicus 
    y se dejó reposar durante cuatro horas. Luego se colocó en el 
    centro de la placa Petri de 90 mm, un disco de 7 mm de los hongos Fusarium 
    moniliforme (cepa 2387) y F. incarnatum (cepa 3188), ambos provenientes 
    de la colección de hongos del INIFAT (853 de la WFCC). Se mantuvo una 
    placa testigo, donde solo se inoculó el hongo fitopatógeno. 
    Todos los tratamientos se incubaron durante siete días a una temperatura 
    de 28 ºC. Para realizar las evaluaciones se midió el diámetro 
    del crecimiento micelial del hongo a los tres, cinco y siete días. 
    Con estos datos se calculó el porcentaje de inhibición micelial 
    (IM) (IM=dc�dt/dc x 100, donde dc: diámetro del micelio del control 
    (testigos) y dt: diámetro del micelio en los tratamientos (9). Se utilizaron 
    cinco réplicas por cada una de las variantes.



 Procesamiento 
  estadístico: los valores obtenidos en cada una de las determinaciones 
  realizadas se promediaron con el programa Microsoft Excell 2007 corrido sobre 
  Windows, que también se utilizó para el cálculo 
  de la desviación estándar de la media y la confección de 
  los gráficos. El procesamiento estadístico se realizó con 
  el programa Statgraph versión 5.1 (10). Las medias se compararon mediante 
  una prueba �t� de Student para la solubilización de nutrientes, mientras 
  que para el resto de los ensayos se utilizó la prueba de Duncan. El agrupamiento 
  de las cepas se realizó por medio de un Análisis Multivariado 
  mediante un Clúster elaborado con este mismo paquete estadístico.

 

 RESULTADOS 
  Y DISCUSIÓN

 De las 24 especies 
  vegetales muestreadas, se purificaron 85 aislados bacterianos, de los que se 
  seleccionaron cuatro, como G. diazotrophicus, a partir de los resultados 
  de las pruebas morfológicas y fisiológicas. Estos microorganismos, 
  provenientes de los frutos de guayaba (E 19) y mango (E 42), así como 
  de tallos de remolacha (E 26) y yuca (E 46), presentaron las características 
  descritas para la especie (1) y coincidieron en comportamiento con la cepa patrón 
  empleada en la investigación (Tablas II y III).



  

  

   

En 
  otros trabajos se reconoce la presencia de G. diazotrophicus en mango 
  (11), yuca (12) y remolacha (13), por lo que esta sería la primera referencia 
  para el caso de la guayaba. El crecimiento óptimo del microorganismo 
  tiene lugar en medios con una concentración de sacarosa del 10 % y un 
  pH de 5,5, por lo que el interior de los frutos de este cultivo tiene condiciones 
  favorables para su establecimiento.

  

  Los cuatro microorganismos seleccionados como posibles cepas de G. diazotrophicus 
  presentaron características favorables para la estimulación del 
  crecimiento vegetal. Todas fijan nitrógeno atmosférico, teniendo 
  en cuenta su crecimiento durante las cinco inoculaciones realizadas en el medio 
  carente de nitrógeno mineral. La fijación biológica de 
  nitrógeno es una característica descrita para la especie G. 
  diazotrophicus desde su aislamiento (1). Teniendo en cuenta que este aspecto 
  se evaluó como presencia/ausencia de crecimiento bacteriano, sería 
  conveniente determinar si entre los cuatro microorganismos se presentan diferencias 
  en la cantidad de nitrógeno fijado, a partir de otras técnicas 
  como la reducción de acetileno (ARA).

  

  Al evaluar el potencial de solubilización de fósforo, solo mostraron 
  resultados positivos las cepas E 26 y E 42, destacándose esta última 
  con diferencias significativas desde las 48 horas de incubación (Figura 
  1). Investigaciones realizadas en sistemas in vitro demuestran la solubilización 
  de fósforo inorgánico para la especie G. diazotrophicus, 
  que se encuentra asociada de forma directa a la liberación de ácido 
  glucónico (14).



   

 Aunque de forma 
  general, la solubilización de nutrientes se asocia a microorganismos 
  rizosféricos, las especies endófitas como G. diazotrophicus 
  podrían incrementar la disponibilidad de estos en los estadios iniciales 
  de colonización y contribuir así a la estimulación del 
  crecimiento vegetal. Además, la disminución del pH en el medio 
  por la acción de los compuestos ácidos puede constituir una ventaja 
  adaptativa al disminuir parte de la competencia presente en el ambiente rizosférico.

  

  Los niveles de producción de ácido indol acético (AIA) 
  para los cuatro microorganismos aislados en el estudio (Figura 
  2) fueron altos (valores cercanos a 17 µg mL-1), según 
  datos comentados por otros autores (5); de 35 cepas pertenecientes a la especie 
  G. diazotrophicus, solamente siete alcanzaron concentraciones mayores 
  a 15 µg mL-1. Teniendo en cuenta esta referencia, los resultados 
  son favorables aún para la cepa E 46, que liberó 11 µg mL-1 
  de AIA al medio de cultivo.



   

 Se conoce el efecto 
  del AIA en la formación de los dominios apicales, la diferenciación 
  vascular y el desarrollo de los órganos (15). En particular, para G. 
  diazotrophicus las investigaciones realizadas demuestran que incrementa 
  el crecimiento y la longitud de las raíces, lo que trae como resultado 
  un mayor acceso a los nutrientes al aumentar la superficie de exploración 
  del cultivo (5). Por tal razón, el hecho de que todas las cepas aisladas 
  en el estudio presenten esta característica, constituye un aspecto práctico 
  importante para su futuro empleo en la elaboración de inoculantes para 
  el beneficio de cultivos de interés.

  

  Otro de los atributos metabólicos de la especie G. diazotrophicus, 
  útil para la elaboración de productos de uso agrícola, 
  es su capacidad antagonista. Este indicador mostró una respuesta positiva 
  para todas las cepas frente a Fusarium moniliforme y F. incarnatum, 
  con un control superior a 40 %. Sobresale el efecto sobre F. incarnatum 
  y se destacan de forma general las cepas E26 y E42 por la inhibición 
  provocada al crecimiento de los patógenos (Figura 3).



   

 El 
  efecto de G. diazotrophicus frente a especies de Fusarium 
  es un aspecto poco abordado a nivel internacional, por lo que los resultados 
  de esta investigación son novedosos. Las especies fúngicas evaluadas 
  forman parte del complejo de hongos del suelo y tienen una alta incidencia en 
  numerosos cultivos, fundamentalmente en hortalizas y frutales, por la persistencia 
  de las estructuras reproductivas del hongo en el suelo y los sustratos (16).

  

  Los resultados de la investigación indican que los posibles aislados 
  de G. diazotrophicus purificados en el estudio liberan diferentes metabolitos, 
  en dependencia del patógeno que se encuentre presente, teniendo en cuenta 
  las variaciones del porcentaje de control para una misma cepa bacteriana ante 
  las dos especies de hongos y los resultados similares que han discutido otros 
  investigadores para el caso de géneros bacterianos como Bacillus 
  (17). La mayor cantidad de resultados de actividad de G. diazotrophicus 
  frente al género Fusarium se concentran en la especie F. 
  oxysporum, donde se ha demostrado el papel de los metabolitos de carácter 
  antibiótico como el pirrolnitrin y pioletoerin (18).

  

  Las cepas se agruparon según los resultados cuantitativos del estudio, 
  quedando conformados dos grupos. Se destacan en la rama cercana al control positivo, 
  compuesto por los mayores valores de cada una de las determinaciones realizadas, 
  los microorganismos provenientes de remolacha (E26) y mango (E42), los que se 
  recomienda evaluar en condiciones in vivo frente a diferentes cultivos 
  (Figura 4).



   

 A partir de la 
  investigación realizada se cuenta con cuatro posibles cepas de G. 
  diazotrophicus aisladas de plantas cultivas en ecosistemas cubanos, las 
  que presentan mecanismos directos e indirectos de estimulación del crecimiento 
  vegetal. El trabajo ratificó que la especie bacteriana presenta características 
  positivas para constituir la base de bioproductos estimuladores del crecimiento 
  y demostró la necesidad de realizar investigaciones de este tipo, como 
  paso inicial en la selección de cepas, teniendo en cuenta la diversidad 
  en la expresión del potencial metabólico del microorganismo.

 

 CONCLUSIONES


  	 Los cuatro 
    microorganismos aislados desde los cultivos de mango, guayaba, yuca y remolacha 
    tienen posibilidades de pertenecer a la especie G. diazotrophicus, 
    teniendo en cuenta sus características morfológicas y fisiológicas.

  	 Los microorganismos 
    aislados presentan características positivas que contribuyen a la estimulación 
    del crecimiento vegetal, con un grado de expresión variable.

  	 Los microorganismos 
    aislados de los cultivos de mango y remolacha sobresalen por sus características 
    para la estimulación del crecimiento vegetal, por lo que son promisorias 
    para evaluar su efecto en condiciones in vivo sobre cultivos de interés 
    agrícola.



 

 RECOMENDACIONES


  	 Identificar 
    los cuatro microorganismos aislados.

  	 Determinar 
    mediante otros métodos el potencial de FBN de los cuatro microorganismos 
    aislados en el estudio.

  	 Realizar ensayos 
    para evaluar la estimulación del crecimiento en condiciones in vivo 
    con los microorganismos provenientes de los cultivos de mango y remolacha.
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Esx 0,603043, CV (%): 1948

Figura 2. Produccién de acido indol acético (AIA)
en cuatro aislados posibles de
G. diazotrophicus
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F. monilforme: Esx 0,10673; CV (%): 16,83
F. incamatum: Esx 0433785; GV (%): 5,57

Medias con letras distintas difieren estadisticamente para 5 %
de significacion, segin ANOVA por Rangos Mitiples de Duncan
Las barras indican la desviacion estandar en cada caso

Figura 3. Inhibicién del crecimiento micelial de
especies de Fusarium por posibles
cepas de G. diazotrophicus
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Tabla ll. Caracteristicas fisiologicas de las cepas de G. diazotrophicus aisladas en el estudio y su comparacion
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Medias del mismo tiempo con letras distintas difieren estadisticamente.
para 5 % de significacion, segin prueba ‘t de Student

Las barras indican la desviacion estandar en cada caso:

24 horas: t:-3,1788, P: 0,01910; 48 horas: t -4,5826, P: 0,0038
72 horas: t-12,147, P: 0,000008

Figura 1. Solubilizacién de fésforo inorganico en
medio NBRIP por parte de los aislados
E26y E42 a las 24, 48y 72 horas
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Tabla Il. Caracteristicas morfologicas de las cepas de G. diazotrophicus aisladas en el estudio y su
comparacion con el patrén de referencia internacional PAL 5
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