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RESUMEN

Este trabajo tiene como objetivo ofrecer una panoramica actual acerca de
las bacterias diazotroficas asociadas a cultivos de importancia econdmica
haciendo énfasis en su diversidad, los métodos para su aislamiento vy clasifi-
cacion, asi como en sus potencialidades de uso como inoculantes microbia-
nos. Las bacterias diazotrdficas asociativas han sido identificadas en nume-
rosos géneros de alfa- y beta-proteobacterias. Los métodos utilizados para
el estudio de su diversidad incluyen el crecimiento en medios de cultivos
selectivos, la determinacién del perfil fisiolégico de las comunidades micro-
bianas y los métodos moleculares. Las bacterias diazotroficas, ademas del
aporte de nitrégeno que hacen a través de la Fijacion Bioldgica, pueden pro-
mover de forma directa el crecimiento de las plantas mediante otros meca-
nismos de accion. La produccion masiva y aplicacién de biofertilizantes re-
quiere de investigaciones basicas que abarcan desde la microbiologia, la
ecologia y la biologia molecular.

Palabras clave: bacterias diazotroficas asociativas, aislamiento, fijacién bio-
I6gica del nitrégeno, cultivos de importancia econémica

ABSTRACT

This work aims to provide a current overview about associated diazotrophic
bacteria with economically important crops, emphasizing on their diversity,
methods for isolation and classification, as well as their potential use as mi-
crobial inoculants. Diazotrophic associative bacteria belong to numerous
genres of alpha- and beta-proteobacteria. The methods used for studying
the diversity of associative diazotrophs include: the inoculation on selective
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growth media, physiological profile of microbial communities and molecular methods. The diazotrophic bacteria,
in addition to the nitrogen contribution made through biological fixation, can directly promote the growth of
plants by other mechanisms of action. The production and application of bio-fertilizers requires basic research,

ranging from microbiology, ecology and molecular biology.

Keywords: diazotrophic associative bacteria, isolation procedure, biological nitrogen fixation, economic important crops

INTRODUCCION

La rizosfera constituye un ambiente favorable para el
desarrollo de microorganismos en cantidades superio-
res a las encontradas en el resto del suelo. Esta por-
cion del suelo presenta una alta concentracidon de
nutrientes ya que las plantas liberan sustancias carbo-
nadas, vitaminas y sustratos especificos que constitu-
yen una fuente importante de energia para los micro-
organismos circundantes. También segregan sustan-
cias antimicrobianas volatiles y difusibles e inhibido-
res de moléculas sefiales (Quorung sensing (QS)) que
regulan el tamafio de la poblaciéon y la expresion de
genes en base a la densidad celular (Hartman et al.,
2009; Okusa et al., 2014). A su vez, los microorganis-
mos solubilizan minerales, fijan nitrégeno atmosféri-
co, promueven el crecimiento vegetal y estimulan
respuestas de defensa que protegen a las plantas an-
te el ataque de patdgenos. También compiten por
nutrientes y producen fitotoxinas y aleloquimicos que
inhiben el crecimiento de las plantas hospedantes.

Se estima que hasta el 40% de los fotosintatos produ-
cidos por la planta son exudados al ambiente rizosfé-
rico (Lynch y Whipps, 1990), ejerciendo una accidon
selectiva sobre las poblaciones microbianas asociadas
a las plantas (Hartman et al., 2009). La diversidad mi-
crobiana también varia con la edad de la planta y la
presencia de microorganismos patégenos en la rizos-
fera (Morgan, Bending, White, 2005). Doornbos et al.
(2012), en estudios realizados en pepino (Cucumis
sativus L.), tomate (Solanum lycopersicum L.) y pi-
miento (Capsicum annuum L.), demostraron que en
suelos distintos, la composicién microbiana de la ri-
zosfera era diferente para cada especie vegetal, pero
similar entre las plantas de una misma especie.

Las bacterias que habitan en la rizosfera pueden ser
aisladas e inoculadas en los cultivos ejerciendo un
efecto positivo sobre las plantas. Diversos grupos fun-
cionales se han utilizado con el objetivo de promover
el crecimiento vegetal con impactos en la produccion
sostenible de alimentos. Dentro de estos, se encuen-
tran las bacterias diazotroficas que desempefian un

papel fundamental en la fijacion bioldgica de nitro-
geno (FBN), que constituye el mayor aporte bioldgico
de nitrégeno a la biosfera y una fuente esencial para
el desarrollo de ecosistemas agricolas sostenibles
(Pedraza et al. 2010). Estan representadas por diver-
sos grupos filogenéticos que pueden vivir libres, esta-
blecer simbiosis o estar asociadas a las plantas (Souza
Moreira et al., 2010). Este trabajo tiene como objetivo
ofrecer una panoramica actual acerca de las bacterias
diazotrdficas asociadas a cultivos de importancia eco-
ndémica haciendo énfasis en su diversidad, los méto-
dos para su aislamiento y clasificacién, asi como en
sus potencialidades de uso como inoculantes micro-
bianos.

Generalidades de la fijacion bioldgica del nitrégeno

Las bacterias que fijan nitrégeno se clasifican como
bacterias diazotroficas simbiodticas y asociativas
(Hernandez-Rodriguez et al., 2014). Dentro de las
simbidticas se incluyen los miembros de la familia
Rhizobiaceae que establecen simbiosis con plantas
leguminosas y a los actinomicetos del género Frankia
que establecen simbiosis con plantas no leguminosas
(Santi et al., 2013).

En la FBN la conversidon de dinitrogeno (N,) a amonia-
co (NHs) esta catalizado por la enzima nitrogenasa, un
complejo de metaloproteinas con caracteristicas es-
tructurales y mecanisticas altamente conservadas.
Este complejo enzimatico es una combinacidn de dos
proteinas solubles, conocidas como Molibdeno-hierro
(MoFe) e hierro (Fe), de acuerdo a sus propiedades
metalicas (Ahemat y Kribet, 2014).

El proceso involucra alrededor de 200 kb de ADN que
codifican para todas las proteinas necesarias en su
ensamblaje y funcionamiento. La expresion de los
genes que codifican para el complejo nitrogenasa esta
fuertemente regulada, desde la transcripcion hasta
las modificaciones post-transcripcionales de la protei-
na (Kim et al., 1999). La dinitrogenasa o proteina Hie-
rro-molibdeno, contiene el sitio activo para la reduc-
cién del N,, tiene peso molecular de alrededor 250
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kDa y se constituye por dos heterodimeros, codifica-
dos por los genes nifD y nifK (Rees et al., 2005). La
dinitrogenasa reductasa o proteina Hierro (alrededor
70 kDa), une la hidrolisis de trifosfato de adenosina
(ATP) a la transferencia de electrones y esta formada
por dos subunidades idénticas codificadas por el gen
nifH. En la mayoria de las nitrogenasas conocidas es-
tan presentes centros Fe-S en ambos componentes
proteicos y se unen por la presencia del Mo. Existen
nitrogenasas “alternativas” que reemplazan el Mo con
vanadio (V) codificados por gen vnfH, o que reempla-
za el Mo con Fe codificado por anfH (Barney et al.,
2006).

La FBN es un proceso altamente dependiente de ATP
al consumir aproximadamente 16 moléculas por mol
de N, reducido. Este alto costo energético conlleva a
los microorganismos a inactivar la enzima cuando estd
disponible el nitrégeno combinado; evitando un gasto
energético innecesario, en correspondencia con el
principio de economia celular (Baldani et al., 2014).

Varios factores ambientales influyen sobre la FBN
incluyendo la humedad del suelo, la presencia de dio-
xigeno (0O,), el pH, la cantidad y calidad de carbono, la
disponibilidad de nitrégeno y elementos trazas (hierro
(Fe), Molibdeno (Mo), fdsforo (P) y vanadio (V))
(Dixon y Kahn, 2004). Incrementos en la humedad del
suelo unido a baja tension de O,, generalmente au-
mentan la FBN, mientras que en suelos con bajo pH
este proceso no se ve favorecido.

YEISED DE LA FE PEREZ ET AL.

Bacterias diazotréficas asociativas: métodos de aisla-
miento e identificacion

Las bacterias diazotroficas asociativas se encuentran
muy estrechamente asociadas a la plantas e incluyen
bacterias de vida libre y enddfitas (Ahemad y Kibret,
2014). Se ubican en diferentes géneros como Azoto-
bacter, Beijerinckia, Derxia, Azospirillum, Herbaspi-
rillum, Burkholderia, Gluconacetobacter, Azoarcus,
Bacillus, Paenibacillus, Klebsiella, Enterobacter, Pan-
toea, Citrobacter y Serratia (Ahemat y Kribet, 2014).

La frontera entre las bacterias diazotréficas asociati-
vas es difusa, ya que se han encontrado bacterias aso-
ciativas en el interior de la planta, aunque en mucha
menor abundancia que las clasificadas como endéfitas
(Ahemat y Kribet, 2014). Las enddfitas tienen ventaja
sobre las asociativas ya que colonizan el interior de la
planta y establecen su nicho en condiciones mas apro-
piadas para la fijacion efectiva de nitrégeno y su
transferencia a la planta hospedante.

Las bacterias diazotroficas asociativas se aislan del
interior y la superficie de diferentes partes del vegetal
(Figura 2). Para ello se utilizan medios selectivos que
tienen como principal caracteristica la ausencia de
formas combinadas de nitrogeno (Baldani et al.,
2014), limitando el crecimiento de las bacterias que
no tienen esta capacidad. Por ejemplo, en el medio
NFb crece Azospirillum brasilense 'y A. lipoferum
(Dobereiner and Day, 1976), A. doebereinerae (Eckert
et al., 2001), A. irakense (Khammas et al., 1989), A.

Figura 1. Procesamiento de muestras. A: muestras colectadas; B: secado del material vegetal y separacion de parte aérea y raiz; C: mezcla
de las muestras con solucion salina (NaCL 0.85%) y maceracion para siembra en medios semisolidos

Figure 1. Samples processing. A: collected samples; B: dryed of vegetal material and separation of aerial parts and roots; C: mixture of sam-
ples with saline solution (NaCL 0.85%) and maceration for sowing in semisolid media.
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melinis (Peng et al., 2006) y Azoarcus olearus (Chen et
al.,, 2013). En medio LGI, A. amazonense (Baldani,
1984). En medio INFb, Herbaspirillum seropedicae
(Baldani et al., 1992), H. frisingense (Kirchhof et al.,
2001), H. rubrisubalbicans (Baldani et al., 1996) y
Sphingomonas spp.(Videira et al., 2009). En medio LGI
-P, Gluconacetobacter diazotrophicus (Cavalcante and
Débereiner, 1988, Reis et al., 1994), G. johannae y G.
azotocaptans (Fuentes-Ramirez et al., 2001). En me-
dio JMV, Burkholderia kururiensis (Baldani et al.,
2000), Burkholderia tropica (Reis et al., 2004) y
Burkhoderia silvatlantica (Perin et al., 2006).

Se debe tener en cuenta la fuente de inéculo porque
al proceder estos aislados de suelo o fragmentos de
hojas, tallos y raices (Fig. 1), tienen pequefias cantida-
des de nitrégeno combinado que permitira el creci-
miento de aislados no fijadores de nitrégeno. Para
lograr aislar verdaderos diazétrofos se recomienda
realizar una segunda siembra de los aislados a medio
libre de nitrégeno de forma que solo sobrevivan los
que tengan la capacidad de vivir a expensas del nitro-
geno fijado.

Los diazotrofos asociativos pueden ser aerobios o
microareofilicos, por lo que la disponibilidad de oxi-
geno en el medio de cultivo es otra caracteristica im-
portante a tener en cuenta para su aislamiento. Para
la deteccidn de diazétrofos aerdbicos se pueden utili-
zar medios de cultivo sdlidos y liquidos. Estos micro-
organismos tienen diferentes estrategias para prote-
ger la enzima nitrogenasa del O, y evitar que esta se
dafie de forma irreversible (Dixon y Kahn, 2004).

Los medios de cultivo mas utilizados para la detec-
cién de diazotroéficos microaerofilicos son de consis-
tencia semi-sdlida, en los que se propicia un gradiente
de oxigeno adecuado para que las poblaciones se si-
tuen en sitios donde la concentracion de oxigeno sea
suficiente para la respiracidon microbiana y sin excesos
que afecten la enzima nitrogenasa (Souza-Moreira et
al., 2010). Es importante destacar que en la medida
que las bacterias se multiplican y su densidad aumen-
ta, la pelicula se mueve en direccion hacia la superficie
donde existe mayor cantidad de oxigeno disponible.

Las condiciones fisico quimicas éptimas de crecimien-

to de cada especie bacteriana, tales como fuente de
carbono, pH y temperatura, también se deben tener
en cuenta para el aislamiento (Dobereiner et al.,
1995). De esta forma se logra favorecer el crecimiento
de diazotréficos y se limita el crecimiento de otros
contaminantes.

YEISED DE LA FE PEREZ ET AL.

Los métodos que se utilizan para el estudio de la di-
versidad de diazotrdficos asociativos incluyen el creci-
miento en medios de cultivos selectivos (Dobereiner et
al., 1995), técnicas dependientes del cultivo que inclu-
yen el perfil fisioldgico de las comunidades microbianas
(Pérez et al., 2009), y métodos moleculares que, junto
con la bioinformatica y los analisis estadisticos, son
considerados herramientas valiosas para estudios de
caracterizacidn y estructura de las comunidades micro-
bianas en diferentes ambientes (Nocker et al., 2007).

Para determinar el perfil fisioldgico han sido utiliza-
dos métodos que permiten evaluar la diversidad me-
tabdlica potencial de comunidades microbianas en
diferentes ambientes. Estos incluyen esquemas de
identificacion bioquimicos en extensas bases de datos
que asocian los parametros bioquimicos con la identi-
dad de las especies microbianas. Entre estos paneles
de pruebas se encuentran el indice de Perfil Analitico
(seguin sus siglas en inglés, API, Analytical Profile In-
dex) (O'Hara, 2005) y el sistema BIOLOG (BIOLOG Inc.,
USA) (Stefanowicz, 2006). Los sistemas API son siste-
mas de identificacién que asocian una galeria bioqui-
mica miniaturizada con una extensa base de datos
(O'Hara, 2005). El sistema BIOLOG permite la identifi-
cacion de los microorganismos mediante la produc-
cion de un patréon metabdlico unico, independiente
del crecimiento microbiano, debido a la presencia de
colorante del tipo tetrazolio, que al producirse la asi-
milacion del sustrato cambia de incoloro a violeta
(Stefanowicz, 2006).

Las técnicas moleculares mas comunmente emplea-
das para la identificacion de bacterias diazotroficas
son: la amplificacidn y secuenciacion del gen que codi-
fica para el ARN ribosomal 16S y la hibridaciéon de
ADN in situ (Tindall et al., 2010). Si en cambio, se ne-
cesita determinar la diversidad de especies diazotroéfi-
cas que pueda encontrarse colonizando una planta, se
realiza el andlisis de restriccion del gen que codifica
para el ARN ribosomal 16S empleando las enzimas
Msply Rsal (Mocali et al., 2003). El analisis filogenético
de las secuencias de este gen ofrece alta resolucion y
permite la generacién de datos para la identificacion
de especies o la determinacion de porcentajes de
identidad con especies conocidas mediante la compa-
racidén con secuencias depositadas en las bases de da-
tos internacionales (Nocker et al., 2007). Sin embargo,
el uso de genes concatenados, tales como nifH, rpoD y
gyrB, permite la reconstruccion de arboles filogenéti-
cos con mayor veracidad (Ramette et al., 2011).
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En la actualidad las tendencias de la taxonomia bac-
teriana apuntan hacia un mayor protagonismo de las
técnicas gendmicas que han permitido el surgimiento
de una nueva técnica, el andlisis de identidad de nu-
cledtidos (ANI, segun inglés, Average Nucleotide Iden-
tity), haciendo corresponder el 70% de similitud en la
hibridacion ADN-ADN con un 94% de ANI. Esta nueva
técnica se ha propuesto como un buen candidato que
podria ser utilizado en sustitucién de la hibridaciéon
ADN-ADN (Rossell6-Méra, 2012), por lo que su aplica-
cion, junto a estudios de taxonomia polifasica serian
de gran utilidad para delimitar la ubicacién taxondmi-
ca de las bacterias diazotréficas asociativas con efec-
tos benéficos sobre las plantas.

Diversidad taxondémica y funcional de las bacterias
diazotroficas

Las bacterias diazotréficas asociativas han sido identi-
ficadas en numerosos géneros de alfa- y beta-
proteobacterias incluyendo Azoarcus, Azospirillum,
Burkholderia, Bacillus, Serratia, Herbaspirillum, Gluco-
nacetobacter, Pantoea sp. y Sphingomonas en arroz
(Oryza sativa L.) (Baldani et al., 2000; Verma et al.,
2004; Videira et al., 2009; Estrada et al., 2013; Baldani
et al., 2014). En maiz (Zea mays L.) se destacan los
géneros Pseudomonas, Herbaspirillum, Burkholderia,
Azospirillum y Azotobacter (Dobbelaere et al., 2001;
Shaharoona et al., 2006), mientras que en trigo
(Triticum aestivum L), diversos autores informan la
presencia de Herbaspirilum, Azospirillum y Azotobac-
ter (Boddey et al., 1986). En 2012, Ambrosini et al.,
plantearon que los géneros Enterobacter, Burkholde-
ria y Klebsiella son predominantes en la asociacion
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con las raices de girasol (Helianthus annuus L.) con
independencia del tipo de suelo y de la region geogra-
fica donde es cultivado.

Las especies Azospirillum brasiliense y A. lipoferum
han sido las mas estudiadas, detectandose su presen-
cia abundante en arroz, maiz, trigo, café (Coffea arabi-
ca L.) y cebada (Hordeum vulgare L.) (DObereiner y
Pedrosa, 1987). Gluconacetobacter diazotrophicus ha
sido aislado en pifia (Ananas comosus L. Merr), cala-
baza (Cucurbita moschata Duch y Poir), maiz, papaya
(Carica papaya L.), remolacha (Beta vulgaris, L.), za-
nahoria (Daucus carota D.C.) y cafia de azlcar
(Saccharum officinarum L.) (Dibut et. al., 2009, Restre-
po-Franco et al., 2015). Herbaspirillum seropedicae se
encuentra asociado a los cultivos de arroz y sorgo
(Sorghum vulgare Pers.) (Baldani et al., 1986). Asimis-
mo, Burkholderia vietnamiensis se encuentra asociada
al cultivo del arroz (Gillis et al., 1995), B. kururiensis
(syn. B. brasiliensis) a arroz, yuca (Manihot esculenta
Crantz) y cafia de azlcar (Baldani et al., 1997); B. tro-
pica (syn. B. tropicalis) a cafia de azucar y maiz (Reis
et al., 2004). Otras bacterias diazotroéficas aisladas de
cafia de azlcar son las especies Herbaspirillum sero-
pedicae, H. rubrisubalbicans, Glucanoacetobacter
diazotrophicus, Klebsiella pneumonae, Enterobacter
spp. Y Pantoea sp. (Boddey et al., 2003; Loiret et al.,
2004).

La cantidad y diversidad de bacterias diazotroficas
también varia entre cultivares de una misma especie
vegetal (Souza Moreira et al., 2010). En estudios desa-
rrollados en la Facultad de Biologia de la Universidad
de La Habana con diferentes cultivares de arroz y utili-

OIACUBA31 [ODIACUBA38 mPerlade Cuba
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Log del niimero de células g’
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Medios de cultivos
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Figura 2. Nimero de bacterias diazotréficas en cultivares cubanos de arroz de 30 dias de edad.

Figure 2. Number of diazotrophic bacteria in rice cuban cultivars on 30-days-old-plants
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zando medios selectivos, el tamafio de la poblacion de
bacterias diazotroficas colonizando las plantas varié
de 1,18 a 7,15 bacterias por gramo de tejido fresco. El
numero de bacterias diazotréficas fue mas elevado en
las raices de las plantas que en la parte aérea, obser-
vandose diferencias en el ndmero total de bacterias
entre ambos habitat (Figura 2). De modo general, el
cultivar Perla de Cuba presentd los mayores nUmeros
de bacterias diazotréficas, tanto en la raiz como en la
parte aérea, en comparacion con las otros dos cultiva-
res, lo que se puede deber a una mayor especificidad
entre las bacterias y los exudados radicales de la plan-
ta, lograndose una interaccién planta-bacteria mas
especifica.

Las bacterias diazotréficas, ademas del aporte de
nitrégeno que hacen a través de la Fijacidon Bioldgica
(FBN), pueden promover de forma directa el creci-
miento de las plantas mediante otros mecanismos de
accion. Estos efectos directos incluyen la solubiliza-
cion de minerales, sintesis de fitohormonas y absor-
cion de elementos minerales, debido a incrementos
en los flujos idnicos de la superficie de las raices
(Hernandez-Rodriguez et al., 2014).

Diferentes autores demostraron que los géneros
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Ach-
romobacter, Agrobacterium, Micrococcus, Aerobacter,
Flavobacterium, Mesorhizobium, Azotobacter, Azospi-
rillum, Pantoea, Herbaspirillum y Erwinia tienen la
capacidad de solubilizar fosfato (Estrada et al., 2013;
Restrepo-Franco et al., 2015). Sus principales meca-
nismos de accion incluyen la producciéon de acidos
organicos, la quelacion de los elementos responsables
de la insolubilidad de los fosfatos presentes y la asimi-
lacién directa de fosfatos insolubles, lo que esta rela-
cionado con la fuente de P disponible.

La produccidn de fitohormonas por parte de las bac-

terias y su impacto en la morfogénesis de la raiz, po-
drian explicar en gran parte los efectos positivos de las
bacterias diazotréficas en el crecimiento vegetal
(Pedraza et al., 2010). Al incrementarse el nimero de
pelos radicales y raices laterales, existe mayor absor-
cién de agua y nutrientes por la planta y un mayor in-
tercambio con el ambiente de la rizosfera, lo que con-
tribuye a incrementos en el rendimiento del cultivo.

Las bacterias diazotréficas asociativas también pue-
den mitigar los efectos nocivos ocasionados por pla-
gas en cultivos de importancia econdmica, lo que de-
nota sus potencialidades de uso en el manejo integra-
do de los cultivos. Herndndez-Rodriguez et al. (2014),
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demostraron que con la aplicacién de bacterias diazo-
tréficas como inoculantes microbianos en el cultivo
del arroz se disminuye el uso de productos quimicos
nitrogenados y con ello las afectaciones producidas
por Pyricularia oryzae.

Promocién del crecimiento vegetal por bacterias
diazotroficas asociativas: potencialidades de uso

Los beneficios en el crecimiento y rendimiento de las

cosechas luego de la aplicacion de diferentes géneros
diazotréficos ha sido ampliamente discutida en la
bibliografia (Ahemat y Kribet, 2014; Santi et al., 2013;
Hernandez-Rodriguez et al., 2014). Existe una amplia
variedad de métodos y parametros para documentar
la contribucion de los microorganismos nitrofijadores
a los cultivos (Tabla 1).

Brasil, pionero en las investigaciones de los microor-
ganismos diazétrofos asociativos y enddfitos, cuenta
con Masterfix graminea, inoculante a base de Azospi-
rillim lipoferum recomendado principalmente para
maiz y trigo (Rives et al., 2007). En Colombia, el grupo
conformado por el Laboratorio de Fermentaciones del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
de Colombia (IBUN), la empresa privada Biocultivos
S.A.y la Federacion Nacional del Arrocero (Fedearroz)
cuentan con biofertilizantes, tales como Dimazos v
Fosfosol” que se ha comprobado que incrementan el
rendimiento de cultivos de importancia agricola, fun-
damentalmente del arroz (Echeverri y Castillo, 2008).
Asimismo, es conocida la presencia en Europa (Lipha,
Francia) de un producto a partir de Azospirillum con el
gue se han obtenido buenos resultados en cultivos
agricolas (Dobbelaere et al., 2001).

En Cuba desde finales de la década del 80 se obtuvie-
ron resultados alentadores con la cepa de Azospi-
rillum brasilense Sp7 en los cultivos de arroz y cafia de
azucar con incrementos en los rendimientos agricolas
(Velazco, 2001). En la actualidad en el Instituto Nacio-
nal de Ciencias Agricolas (INCA) se comercializa un
biofertilizante con nombre de registro AzoFert® que
se elabora a base de cepas de Azospirillum sp. (Rives
et al., 2007). El Instituto Nacional de Investigaciones
de la Cafa de Azucar (INICA) también desarrollé una
formulacién a partir de la cepa autdctona de Azospi-
rillum 8l (Rives et al., 2007) con buenos resultados en
cafia de azucar.

Asimismo el Instituto de Investigaciones Fundamen-
tales en Agricultura Tropical “Alejandro de Hum-
boldt” (INIFAT), ha desarrollado experimentos de
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Tabla 1. Efectos de la aplicacion de bacterias diazotréficas asociativas en cultivos de importancia econdmica.

Table 1. Effects of diazotrophic bacteria application in economic important crops.

Cultivo Inoculante diazotréfico Incremento Referencias
Arroz Azoarcus 16% peso hiimedo total* Engelhard et al., 2000

Burkholderia 68% biomasa aérea’; Baldani et al., 2000

19% masa de semilla®

Gluconacetobacter diazotrophicus 30% peso himedo total” Muthukumarasamy et al., 2005

Pantoea agglomerans 64% biomasa total* Feng et al., 2006

Azospirillum amazonense 4-19% de N acumulado en grano ~ Rodriguez et al., 2008

maduro”

Bacillus sp. Incrementos en el crecimiento de  Beneduzi et al., 2008

Paenibacillus sp. raices y tallos

H. seropedicae (H18, ZA15, and ZAE 94), B. 33 to 47 % produccién de semil- Estrada et al.,2012

vietnamiensis (AR114), G. diazotrophicus las?

(PAL5), A. chroococcum (Ac1)

Serratia marcencens 23 % peso hiimedo total* Gyaneshwar et al., 2001
Maiz H. seropedicae 49-82% biomasa total” Riggs et al., 2001

Pseudomonas putida R-168, Incremento en altura de la planta Gholami et al., 2009

P. fluorescens R-93, y peso hiimedo del tallo*

P. fluorescens DSM 50090,

P. putida DSM291, Azospirullum lipoferum

DSM 1691, Azospirillum brasilense DSM 1690

Enterobacter sakazakii 8MR5, P. sp. 4MKSS8, Incremento de los parametros de ~ Babalola et al. 2003

Klebsiella oxytoca 10MKR7 crecimiento vegetal*

Azospirillum brasilense 33% produccion de semillas* Dobbelaere et al., 2001
Caflade  Gluconacetobacter diazotrophicus 19-50% biomasa de la planta® Suman et al., 2007
azucar H. seropedicae, 35% materia humeda® Oliveira et al., 2002

H. rubrisubalbicans

Kleibsiella sp. GR9 13-20% biomasa* Govindarajan et al., 2007
Trigo H. seropedicae 49-82% biomasa total” Riggs et al. 2001

A Experimentos en condiciones controladas

* Experimentos en condiciones de campo

campo con la especie Gluconacetobacter diazotrop-
hicus en cultivos de importancia agricola (Dibut et al.,
2009). Estos bioproductos en sus diferentes presenta-
ciones (liquida y polvo) pueden aplicarse de forma
directa en el suelo o recubriendo las semilla de los
cultivos (Terry et al., 2005, Rives et al., 2007). Sin em-
bargo, aunque existe una gran variedad de microorga-
nismos caracterizados y evaluados en campo, son
pocos los productos comerciales que se ofrecen a los
productores. Comportamiento que estd relacionado
con las limitaciones, desde la fabricacion hasta la
comercializacion de los biofertilizantes, para la obten-
cion de productos bacterianos consistentes, seguros y
eficaces.

La produccién masiva y aplicacién de biofertilizantes
requiere de investigaciones basicas que abarcan des-
de la microbiologia, la biologia molecular, la biologia
hasta la ecologia. En primer lugar es basico la selec-
cion de una cepa estable y con potencialidades, la

factibilidad de su produccion masiva con insumos
locales, y los pardmetros y condiciones de su aplica-
cion. Existen otros aspectos de vital importancia como
la calidad de los productos, la obtencién de formula-
ciones competitivas, la efectividad técnica vy la reduc-
cion de los costos econdmicos, asi como los beneficios
ecologicos y sociales.

CONCLUSIONES

Las bacterias diazotréficas asociativas aportan nitro-
geno a la planta a través de la FBN promoviendo el
crecimiento y rendimiento de cultivos de importancia
econdmica, dentro de los que se destacan las grami-
neas. Estas bacterias se encuentran representadas en
una gran diversidad de grupos filogenéticos, que pue-
den ser caracterizados utilizando medios semisélidos
libres de nitrégeno y taxonomia polifasica. Los géne-
ros mas frecuentes son Azospirillum, Herbaspirillum,
Burkholderia, Bacillus y Gluconacetobacter.
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Sin embargo, estudios desarrollados a escala de ma-
cetas y campo demuestran que los exudados radicales
desempefian un papel fundamental en la seleccion de
los géneros bacterianos presentes en su rizosfera y
que estas poblaciones varian con el genotipo, la edad
de la planta y las condiciones ambientales. A pesar de
las potencialidades de las bacterias diazotréficas, aun
son insuficientes los productos comerciales. Estudios
para optimizar su reproduccidn a escala de banco, a
nivel industrial, de estabilidad y formulacién, permiti-
ran la incorporacion de productos factibles que pue-
dan ser utilizados para la produccion sostenible de
alimentos.
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