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RESUMEN

Desde hace méas de una década se ha logrado acumular valiosos aislamientos de la
bacteria enddfita Gluconacetobacter diazotrophicus que han mostrado un efecto
agrobiologico favorable sobre diferentes cultivos de importancia economica de las mas
variadas especies de plantas. Estos materiales se encuentran ubicados en la coleccién
de FBN del grupo de Microbiologia-Bioquimica del INIFAT y varios de ellos constituyen
nuevos reportes para la ciencia en relacion a su asociaciébn con determinadas
especies vegetales; de aqui el mayor impacto cientifico. En relacion al efecto
agrondémico, los aislados, previa seleccién genética por métodos de bioscreening y
experimentacién campo, han mostrado una respuesta favorable en cuanto a su
actividad estimuladora y nitrofijadora, lograndose obtener aumentos significativos entre
23-34% en el rendimiento agricola y la calidad de frutos, raices y tubérculos
cosechados con relacién a las plantaciones no inoculadas, y como consecuencia la
incidencia de diferentes impactos en lo econémico, ambiental, tecnolégico y social. En
el ambito comercial se presenta la estrategia de inoculacién de cultivos con alto
contenido de azlcares en base a una nueva biotecnologia (patente cubana) que
incluye la presencia de una nueva formulacién nutritiva mas eficiente y menos costosa
en comparacion con los medios de cultivos reportados en la literatura para el
crecimiento de esta especie bacteriana bajo condiciones de laboratorio.

Palabras claves: Gluconacetobacter diazotrophicus, biofertilizante, cultivos
econoémicos.

INTRODUCCION

La bacteria Gluconacetobacter diazotrophicus bacteria, descubierta solo hace unos
pocos afios, presenta la ventaja desde el punto de vista agroecoldgico de asociarse a
especies vegetales con altos contenidos de azuUcares, obteniéndose notables
beneficios en relacion a la ganancia de nitrégeno en las plantas como consecuencia
de la capacidad nitrofijadora del microorganismo e incrementos en el rendimiento
debido a la capacidad de produccion de sustancias fisiologicamente activas que
igualmente lo caracteriza (Stephan et al., 1991, Loganathan et al., 1999 ; Lambrecht et
al., 2000; Reis-Junior et al., 2000; Riggs et al., 2001 ).

Un grupo de cultivos de especial interés para ser beneficiados con asociaciones de
este tipo como es el caso de las hortalizas, frutales y viandas tropicales, ya que a
pesar de que se siembran ciento de miles de hectareas de estos cultivos al afio en
Cuba, la produccién que se logra es baja debido a los bajos rendimientos que se
obtienen sobre todo en viandas tropicales y frutales (MINAGRI, 2000). Muchos son los
factores que influyen en este comportamiento, pero se destacan el mal manejo de
semillas, los dafios ocasionados por plagas y enfermedades, la deficiente agrotecnia y
el escaso aseguramiento de insumos para el riego y los fertilizantes; en este ultimo
renglon cabe destacar que hoy solo se fertiliza menos del 30% de las &reas de viandas



y en este mismo orden se han visto igualmente afectadas las areas horticolas (Ruiz,
2001).

Hasta ahora en el mundo no existe un biofertilizante comercial ha base de este
microorganismo y solo los estudios se limitan a algunas especies vegetales bajo
condiciones experimentales, obteniéndose los mejores resultados en la estimulacion
del sistema planta y/o en la capacidad de fijar el dinitrégeno.

Por todo lo planteado anteriormente, se hace imprescindible demostrar la presencia,
diversidad y el efecto de la bacteria, via inoculacién, en estos cultivos para el pais,
unido a la factibilidad de incrementar los rendimientos hasta niveles econémicamente
rentables sobre todo por el papel que juegan en la entrega de volumen alimentario a la
poblacion. En este sentido, una de los recursos a explotar es el empleo de tecnologias
limpias como es el caso de los biofertilizantes, donde ya se han logrado importantes
avances con el empleo de algunas especies microbianas (Dibut et al., 1996 y Ruiz
2001), pero todas limitadas en su accionar a la zona rizosférica de las plantas, por lo
que es necesario ampliar el potencial de la asociacion planta—microorganismo
explorando las relaciones endofiticas. Con este fin, se desarroll6 el presente trabajo.

MATERIALES y METODOS

Todos los ensayos en el caso de las viandas tropicales y la remolacha se realizaron
entre los afios 2001-2006 sobre areas experimentales y de produccion pertenecientes
a las siguientes entidades: Campos de Autoconsumo del INIFAT, ECV. Giira de
Melena, CCS Antonio Maceo, Santiago de las Vegas. Los estudios a escala
experimental en papaya se desarrollaron durante los afios 2001-2003 en areas
agricolas del INIFAT, cultivando la variedad MARADOL roja sobre suelo Ferralitico
Rojo (Instituto de Suelos 2000) empleando un disefio de Bloques al Azar con un
tamafio de parcela de 75 m? con cinco réplicas por cada variante experimental y
utilizando una distancia de siembra de 4x1.5x1.5, con fecha de plante entre el 5 — 11
de Febrero en ambas campaiias.

El biopreparado se obtuvo cultivando la bacteria en medio SG (Ddbereiner et. al.,
1993) inoculando alicuotas de 100 mL de medio en erlenmeyers de 500 mL de
capacidad e incubando los frascos en zaranda rotatoria a 300 r.p.m. de agitacién y
32°C de temperatura. El bioproducto (ACESTIM) se aplicé con ayuda de una mochila
fitosanitaria a dosis de 2 L/ha del biopreparado en una solucion final de trabajo con
agua comun. La aplicacién se realiz6 en horas avanzadas de la tarde para facilitar la
penetracién por via estomatica y evitar la incidencia de los fuertes rayos solares sobre
el biopreparado acabado de depositar en la superficie foliar de las plantas o en suelo,
ademas a este horario la velocidad del viento es menor, lo cual ayuda sobremanera a
lograr una aplicacibn mas homogénea sobre el suelo y las plantaciones. La poblaciéon
bacteriana del producto oscilé6 en todo momento entre 3.4 - 3.5 x 10 ** UFC/mL.

En este caso las dos variantes consistieron en el tratamiento inoculado (aspersiéon
foliar y al suelo de la planta) y el control sin inocular. En todos los casos las atenciones
culturales se efectuaron segun las indicaciones recomendadas por el instructivo
técnico de cada cultivo (Ministerio de la Agricultura 1990, 1999) y se evalu6 al azar
microparcelando en forma diagonal todo el campo en pequefias parcelas de 50 m?
empleando diez réplicas por cada tratamiento (testigo e inoculado) y finalmente
comparando los valores de rendimiento obtenidos en la parcelacién con los aportados
por los productores.

RESULTADOS Y DISCUSION
En la Tabla 1, se evidencia el efecto de la bacteria al tratar plantulas de papaya con
quinta hoja verdadera. Como se evidencia, todos los parametros de crecimiento y



desarrollo de las plantulas fueron estimulados con relacién al control. La altura
promedié un 65% de aumento, asi como otros parametros que estan mas relacionados
con la calidad de la postura como el nimero de hojas (18% de incremento), el
didmetro del tallo (76%) y la biomasa (25%), los cuales también fueron potencialmente
mejorados con la inoculacién.

Tabla 1. Efecto de la aplicacion de Gluconacetobacter diazotrophicus sobre plantulas
de papaya bajo condiciones de vivero.

Variante Altura (cm) N° de hojas Diametro tallo | Biomasa g/pl
(mm)
Testigo 13.32b 6.60 b 1.06 b 29.88 b
Inoculado 122.10 a 7.81la 1.89 a 37.51a
Esx 0.45 0.86 0.90 0.71
CV (%) 6.63 9.35 4.86 5.50

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

La asociacion de la bacteria G.diaztorophicus con el cultivo de la papaya manifiesta un
notable aumento en la productividad de este sistema planta-microorganismo. En este
orden, si tenemos en cuenta que el aumento promedio del rendimiento en relacion a
las plantaciones sin tratar durante varias campafias de experimentacion y extension es
de 25 t/ha, y considerando que el valor de una tonelada de fruta fresca madura de
papaya corresponde a $ 4 500, el efecto econémico por este concepto seriade $ 112
500 por cada hectarea del cultivo aplicada . Por otra parte, cada litro de producto tiene
un costo de $ 13.27, por lo que el volumen total a aplicar en una hectarea representa
un valor de $26.54, mas $2.63 por concepto de costos de aplicacién, para un total de $
29.17 / ha.

En la Tabla 2, se muestra la respuesta de las plantas a la inoculacién en el momento
de la cosecha. El rendimiento se incrementd en un 38%, con la obtencién de
aproximadamente diez kilogramos mas por planta inoculada en relaciéon con las
plantas controles sin tratar. La calidad de los frutos se mostr6 mayor al aplicar la
bacteria con aumentos de 12,17 y 25% en el largo, diametro y peso en comparacion
con los frutos provenientes de las plantaciones no tratadas.

Tabla.2. Comportamiento de plantaciones de papaya en cosecha al ser tratadas con
G.diazotrophicus. Campafia 2001-2002.

Variante Largo/fruto Diametro/fruto | Peso/fruto | Rendimiento | Rendimiento
(cm) (cm) (kg) (kg/pl) T/ha.
Testigo 20.67 10.85 152b 29.11b 64.71
Inoculado 23.20 12.71 190 a 40.23 a 89.53
Esx 0.901 0.424 0.82 0.547 0.60
CV (%) 15.28 13.36 19.14 11.39 13.24

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

De acuerdo con este andlisis la relacion beneficio/costo de la aplicacion del
biopreparado resulta elevada, con un valor aproximado de més de 3750:1. El hecho de
constituir esta asociacién un primer reporte, le confiere un marcado impacto cientifico
al resultado. A esto se le une un notable impacto ambiental por concepto de la
aplicacion de un producto biodinAmico en equilibrio con el agroecosistema,
contribuyendo asi a la descontaminacién del mismo. El hecho de disponer de un



mayor volumen de frutos frescos para el consumo de la poblaciéon o la industria,
igualmente le confiere un apreciable impacto social al resultado, unido al impacto
tecnologico por concepto de la introduccion en la practica agricola de un nuevo
método biotecnoldgico para el mejoramiento de la produccion vegetal.

En el estudio correspondiente a la asociacion G.diazotrophicus - Beta vulgaris .var
Detroit, los valores de concentracion bacteriana obtenidos en diferentes 6rganos
(Tabla 3) coinciden con los referidos en la literatura para microorganismos endoéfitos
(Hallmann et al., 1997). La presencia del microorganismo en el interior de las hojas y
tallo del cultivo aun cuando este no se inoculara ratifica el caracter de enddfito de la
bacteria (Dobereiner et al., , 1993) y apoya la idea de su asociacion con cultivos ricos
en sacarosa (Dibut et al., 2004).

Tabla 3. Distribucibn de G.diazotrophicus en plantas de remolacha testigos e
inoculadas.

Variante organo 15 dias 30 dias 45 dias
Testigo Hojas 1.05 X 10* 1.0 X 10° 0
Tallo 1.02 X 10° 0 0
Inoculado Hojas 2.5 X 10* 1.2 X 10° 2.15 X 10°
Tallo 1.35 X 10* 0 0

*Concentracion en UFC/g de cultivo.

La mayor concentracién de la bacteria en las hojas pudiera ejercer un efecto directo
del microorganismo sobre las reacciones fotosintéticas que tienen lugar en ese
organo, haciendo mas eficiente el proceso, lo que se traduciria en un incremento sobre
diferentes parametros fisiol6gicos del cultivo. El efecto estimulador seria mayor en las
plantas inoculadas ya que como se puede apreciar en la tabla, la bacteria no sélo
alcanza una mayor concentracion en las mismas, sino que es capaz de persistir en el
interior del vegetal por un mayor periodo de tiempo lo que dota al cultivo de una
potente maquinaria interna capaz de estimular su crecimiento y desarrollo, efecto
mostrado desde los 15 dias posteriores a la inoculacion (tabla 3).

El incremento de entre 40% y 70% observado al finalizar el ciclo de cultivo del vegetal
para el caso del peso de las hojas, area foliar, diametro del tallo y mas del doble para
el peso de los bulbos (tabla 4) es el resultado del mejor funcionamiento integral en el
cultivo inoculado.

Tabla 4. Efecto agrobiolégico de G.diazotrophicus sobre el cultivo de la remolacha al
finalizar el ciclo del vegetal.

Variante | Diametro del | Altura de la | Area foliar | Peso raiz Peso de
tallo (mm) | planta (cm) (cm?) (9) las hojas
(9)
Testigo 512b 404 b 223.6b 62.36 b 105.72 b
Inoculado 6.36 a 49.8 a 311.2 a 149.88 a 147.58 a
Esx 0.338 1.732 1.238 7.869 1.143
CV % 5.88 3.84 4.80 7.41 9.03

*Nota : Medias con distintas letras difieren significativamente entre si segun prueba t-Student al 5% de
significacion.

Una mayor area foliar, igualmente supone una mayor superficie de contacto para la
realizacion de la fotosintesis, lo que unido a la estimulacién constatada tras 15 dias de
inoculacion, permite una mayor acumulacion de fotosintatos que condiciona la
obtencion de plantas con mayor desarrollo, los cuales presentan bulbos de méas peso.



En la Tabla 5 a y b se muestra el efecto de la inoculacién foliar y al suelo del
microorganismo sobre el cultivo del boniato en dos afios de experimentacion sobre
areas de autoconsumo de la CCS Antonio Maceo, Santiago de Las Vegas. En ambas
campafas de siembra, el biopreparado logré incrementar el largo de las plantas en 33-
34 %; el numero de hojas entre 31-62%; el diametro del tallo entre 38-40% vy el
diametro del tubérculo entre 34-45%. Este comportamiento se corresponde con la
respuesta encontrada en la fase experimental al comparar el tratamiento inoculado
(foliar y al suelo) en comparacion con el control (sin inocular).

Tabla 5. Respuesta del cultivo del boniato a la inoculacién con G. diazotrophicus |,
cepa INIFAT Abnl.

a) Campafa 2003. Santiago de Las Vegas.

Variantes Largo de No de |Diametro | Diametro | Superfici | Rendimiento
la planta hojas tallo del e (ha) t/ha
(cm) tubérculo
Control 21.35b 9.56 b 3.59b 5.10b 2.0 2781 b
Inoculado 27.59 a 12.57 a 483 a 7.46 a 1.87 41.75 a
Esx 0.34 1.8 0.21 0.11 - 0.72
CV (%) 7.58 3.35 3.20 2.27 - 11.03

Nota: Medias con letras no comunes difieren significativamente entre si por prueba de
Anovay Test de Newman Keuls con P<5%.

b) Campafa 2004. Santiago de Las Vegas

Variantes Altura No de Diametr | Diametro | Superfici | Rendimiento
hojas o tallo del e (ha) t/ha
tubérculo
Control 23.48 b 8.70 b 3.51b 6.01b 3.0 29.32b
Inoculado 31.10 a 13.15a 490 a 8.16 a 2.7 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

Nota: Medias con letras no comunes difieren significativamente entre si por prueba de
Anovay Test de Newman Keuls con P<5%.

El rendimiento agricola, se incrementé en 51 y 48% para los afios 2003 y 2004,
respectivamente. En el caso de este indicador si se manifiesta un mayor indice de
aumento en comparacion con la etapa experimental, fenGmeno este que ocurre
normalmente cuando se escalan nuevas variantes experimentales a condiciones de
produccion. En trabajos realizados en Brasil con la interacciébn Gluconacetobacter
diazotrophicus—Ipomea batatas Lam no se describen pruebas que alcancen la
superficie que aqui se reporta, aunque si coincide el efecto que produce el
microorganismo sobre el cultivo (Dobéreiner et al., 1993; Paula et al., 1993).

En el cultivo de la yuca, la altura de la planta, el nUmero de ramas primarias, el
diametro del tallo y el diametro promedio de las raices cosechadas por planta se
increment6 en 31.96, 87 y 52%, respectivamente, cuando se inoculd la bacteria en
relacién con las plantaciones controles sin tratar (tabla 6 ) .



Tabla 6. Efecto del biofertilizante ACESTIM sobre el cultivo de la yuca cultivada sobre
suelo Ferralitico Rojo (CMC-40).

Campania 2002-2003 Santiago de las Vegas.

Variantes Altura No de ramas Diametro | Diametro Raiz | Rendimiento
planta (cm) primarias tallo T/ha
Control 210 b 265 b 2.71b 3.84 b 31.19 b
Inoculado 2.76 a 5.15 a 5.10 a 5.85 a 52.64 a
Esx 0.12 0.90 0.19 0.12 1.06
CV (%) 4.56 2.31 2.28 2.22 11.19

Nota: Medias con letras no comunes difieren significativamente entre si por prueba de
Anovay Test de Newman Keuls con p<5%.

No obstante, los indicadores de estimulacion encontrados al aplicar la bacteria se
muestran generalmente superiores a los obtenidos al aplicar otras rizobacterias ya que
se debe recordar que independientemente de la cantidad y tipos de sustancias activas
que sea capaz de sintetizar la bacteria en cuestion, el efecto de esta sustancias es
muy notable en el caso del endéfito, ya que no ocurren pérdidas en el suelo
rizosférico o por la propia competencia de las rizobacterias (inmovilizacion de
compuestos) en la zona rizosférica, a diferencia de las bacterias asociativas que, como
se conoce, pierden mas del 50% de su actividad anabdlica por estas y otras causas
(Dibut, 2000).

En cuanto a la colonizacién de G.diazotrophicus, en este ensayo se obtuvo una
concentracion de 4.2x10* células por gramo de tejido fresco en hojas provenientes de
plantas controles y de 3.1x10" células en hojas muestreadas a partir de plantas
biofertilizadas, o sea, se incrementdé 1000 veces el nimero de células del enddfito,
obteniéndose un efecto estimulador marcado sobre el crecimiento y el rendimiento del
cultivo.

Al aplicar el biopreparado sobre el cultivo de la malanga en dos camparfas (2002-
2004) en la misma localidad de Santiago de Las Vegas, se observé un efecto
beneficioso marcado sobre el desarrollo y el rendimiento de esta especie. Asi, en el
primer afio de prueba de extensién se incrementé el rendimiento agricola en 40 %, con
la obtencion de 11t/ha adicionales a favor de la bacterizacion con Gluconacetobacter
diazotrophicus. En este caso el largo y diametro de los tubérculos aumenté en 94 y 58
%, respectivamente, en relacion a las plantas provenientes de los campos controles
donde no se aplicé el bioproducto (tabla 7).

Tabla 7. Efecto del ACESTIM sobre el cultivo de la malanga cultivada bajo
condiciones de produccién sobre suelo Ferralitico Rojo (Clon México 1 ) 2002-2003,
Guira de Melena.

Variante Diametro del Largo del Rendimiento(t/ha)
tubérculo (cm) tubérculo (cm)
Testigo 3.89b 6.75b 28.95b
Inoculado 6.15a 13.10 a 40.70 a
Esx 0.96 0.617 1.04
CV (%) 6.70 20.21 11.15

Nota: Medias con letras no comunes difieren significativamente entre si por prueba de
Anovay Test de Newman Keuls con p<5%.

Estos resultados igualmente constituyen un primer reporte la relacion al efecto del
endofito sobre la malanga. Los valores de rendimiento aqui obtenidos son muy



superiores a los alcanzados bajo condiciones experimentales, lo cual es de esperar
teniendo en cuenta el manejo del cultivo bajo condiciones de extension agricola, a
pesar de que se atendieron de forma esmerada estas plantaciones. Aunque no se
muestran datos de crecimiento y desarrollo en etapas intermedias del cultivo, si es
necesario sefialar que en todo momento el desarrollo de las plantaciones inoculadas
fue muy superior al de las plantaciones testigos; algo de mucho interés por parte de
los productores resulté ser el cierre de las plantaciones en un tiempo menor (entre 5-8
dias antes) lo que contribuy6 sobremanera a un menor enyerbamiento, que en el caso
de este cultivo resulta importante, ya que la mayoria de las labores de limpia se
realizan de forma manual, contribuyendo asi de forma sostenible a la economia del
cultivo.

CONCLUSIONES

El efecto beneficioso de Gluconacetobacter diazotrophicus sobre las especies
estudiadas demuestra la capacidad de intercambio metabdlico planta-microorganismo
y la factibilidad técnico-comercial de introducir un nuevo biofertilizante y bioestimulador
en la agricultura convencional y urbana.
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