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RESUMEN

Esta revision sobre bacterias asociativas no incluye a
Azospirillum m a agentes bacterianos utilizados en control
biologico. Algunas especies del género Bacillus y
Azotobacter son consideradas BPCP porque presentan
caracteristicas que las identifican como tales: Las cepas de
Bacillus a) promovicron la emergencia de las plantulas v
¢l crecimiento foliar en varias especics vegetales. b)
presentan buena sobrevivencia en la rizosfera. ¢) sinte-
tizan hormonas vegetales, d) producen efectos sincrgistas
sobre el crecimicnto vegetal al incorporarse en cultivo
mixto con Rhizobium. Bradyrhizobium, Azospirillum y
hongos micorrizicos v ¢) son solubilizadores de fosfato
eficientes. En cuanto a Azotobacter. a) promucve cl
crecimicnto de muchas cspecies vegetales pertenceientes a
diferentcs familias botanicas. b) sintetiza hormonas
vegetales como la auxina. giberilina v citoquinina v ¢) la
noculacion mixta de Azotobacter con Rhizobium o
Azospirillum incrementd el desarrollo vegetal e
ncrementd la fijacion de nitrogeno. Es una de las
bactenias fijadoras de nitrogeno mas comunes de suclos
templados v ¢n la nzosfera de vanas especies vegetales de
India. Aparcntemente Azotobacter no ¢s cspecifica para
alguna planta en particular y es inhibida por herbicidas
comunes. Otras bacterias con potencial para ser BPCP v
que sc discuten en esta revision son  Klebsiella,
Enterobacter. Acetobacter diazotrophicus. Alcaligenes
Jaecalis, Azoarcus sp.. Serratia sp.. cianobacterias v
bacterias que oxidan azufie.
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SUMMARY

This review deals with associative rhizosphere
bacteria apart from Azospirillim and biocontrol
agents. Some strains of Bacillus and Azotobacter arc
considered plant beneficial bacteria because  they
possess characteristics beneficial for plants. Thesc
charactenstics include Bacillus strains that promote
seed germination and foliage growth for some
vegetables. They survive well in the rhizosphere,
synthesize plant growth hormonces. and  produce
synergistic cffects on plants when mixed in cocultures
with other known bencficial bacteria hke Rhizohium,
Bradyrhizobium Azospirillum, and with mycorrhizac
fungi. Some strains arc phosphate solubilizers.
Azotobacter strains promote the growth of many plant
species. synthesize plant hormones and have an cffect
similar to Bacillus m coculturcs with other benceficial
microorganisms.  Other  bacterial  genera with  the
potcntial of plant growth promotion arc: Klebsiclla.
Entrobacter, Acetobacter diazotrophicus, Alcaligenes

Jfaecalis, Azoarcos. Serratia, various cvanobacteria

and sulfur oxidizing bacteria. The commonality of all
thesc bacteria is they are little studied. Therctore.
comprehensive analysis of their potential value for
agriculture, using current knowledge. 1s premature.
Nevertheless, this review  highlighted their positive
cffects on plants to encourage further rescarch in these
relatively neglected arcas.

Index words: Cyanobacteria. diazotrophic. isolation.
mixed invculation, pesticides. phosphate
solubilization, rhizosphere, survival. sulfur oxidizing
bacteria.
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INTRODUCCION

Las principales actividades benéficas llevadas a cabo
por bacterias de la nzosfera asociadas a raices o
asociativas incluyen la solubilizacion de minerales y
nutrimentos, fijacion de nitrégeno, produccion de
hormonas reguladoras del crecimiento, interaccion
sinérgica con otros microorganismos benéficos de la
rizosfera, y la inhubicion de fitopatdgenos; todas estas
actividades incrementan la productividad vegetal (Gaskins
et al.., 1985; Parke, 1991). La mayor parte de la investi-
gacion dirigida a mejorar la respuesta vegetal ha
enfatizado el uso de bacterias fijadoras de nitrégeno
nativas en cereales v pastos de forraje y, recientemente, ha
incluido a otras plantas de cultivo. Bajo ciertas
circunstancias, la cantidad de nitrégeno fijado por estos
organismos puede ser significativa, pero no explica por si
misma el incremento del crecimiento de las plantas.

Hace mas de veinte aiios se especuld por primera vez
sobre hacer extensivo el uso de bacterias del género
Rhizobium en las plantas agricolas mas importantes, los
cercales. Desde entonces la complejidad de la biologia
molecular del sistema nitrogenasa ha obligado a
reconsiderar esa especulacion (Quispel, 1991) vy a
explorar la posibilidad de utilizar bacterias fijadoras de
nitrogeno asociadas de manera natural a plantas de cultivo
particulares.

En una revision, realizada hace 12 afios, Brown
(1982) declard que la fimica manera de obtener una
respuesta positiva de inoculacion bacteriana en el
desarrollo y rendumiento vegetal es que la poblacion
bacteriana alcance una biomasa significativa en la raiz.
Por tanto. la caracteristica mas importante que debe tener
una bacteria fijadora de nitrégeno que pretenda utihizarse
con fines practicos, es que sea un colonizador agresivo de
raices. Al evaluar la capacidad de colonizacién radicular
de bactenas de la rizosfera, es necesario distinguir entre
adaptacion a la rizosfera y la habilidad para continuar
desarrollandose a la par con las raices en proceso de
desarrollo. Solamente aquellos organismos capaces de
trasladarse de las semillas a las raices e incrementar
subiomasa en la rizosfera pueden ser considerados
colonizadores de raices competitivos (Lifshitz et al.,
1986). Con el objeto de encontrar esta bactena ideal
se considero importante ¢l estudio de diferentes asocia-
ciones entre bacterias benéficas y diferentes tipos de
plantas. La investigacion quc en esta direccion ha sido

promovida, se ha enfocado en la interaccion Azospirillym.
planta, la cual puede servir como modelo para todas lag
bactenias asociativas (que constituye la pnmera parte de |5
revision cientifica titulada "Interacciones entre plantas y
microorganismos"). Existen algunos estudios sobre otrgg
géneros  bacterianos como  Bacillus, Azotobacter,
Klebsiella y otras bacterias no muy estudiadas del género
Acetobacter y Azoarcus, la especie Alcaligenes faecalis,
y otros grupos bacterianos tales como cianobacterias,
bacterias  solubilizadoras  de  fosfato,  bacterias
sulfoxidantes y bacterias diazotroficas patdgenas en
plantas.

La presente revision se concentrard en bactenas
asociativas, aunque sin inclur a Azospirillum, ni a
agentes bacterianos utilizados en control bioldgico, las
cuales tienen la capacidad potencial de promover el
crecimiento vegetal (bacterias promotoras de crecimiento
en plantas, BPCP o PGPR).

AISLAMIENTO

El aislamiento de bactenias asociativas es relativa-
mente facil. Un gran nimero de estudios indican que en la
rizosfera hay poblaciones de microorganismos diferentes
entre si. En ocasiones el aislamiento de una especie
bacteriana en especial depende de la especie vegetal. ya
que en algunos casos existe cierta especificidad; sin
embargo, se han llegado a aislar especies bacterianas
similares independientemente de la especie vegetal de la
cual se trate, tipo de suelo o condiciones climaticas.
Algunas veces es dificil comprender por qué una bacteria
domina en cierto lugar y no se encuentra en otro donde
existen condiciones similares (Berge ef al., 1991a).

Los pasos mas dificiles del aislamiento son: (I) la
localizacién de sitios donde haya bacterias benéficas, ¥
() la 1identificacion de bacterias benéficas entre la grap
variedad de bacterias heterotrofas que se desarrollan
comunmente en medios de cultivo. Este problema surge
debido a que (i) no existe un medio selectivo para €l
aislamiento de bacterias benéficas, y (ii) no existe un
método rapido para preveer el potencial benéfico d¢
alguna cepa inmediatamente después de su aislamiento.
De esta manera, el efecto que una bacteria pueda tenef
(independientementc de sus caracteristicas fisiologicas)
sobre la planta, sera impredecible hasta que $¢2
probada. Por lo tanto, la prueba definitiva es la respuesid
vegetal. Esta prueba necesaria puede ser cara Y
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jboriosa st ticne que cvaluarse una gran cantidad de
cepas, en cspecial si ¢l parametro a medir cs el incremento
en rendimiento.

Sc han propucsto una scrie de cstrategias para salvar
estos obstaculos tales como produccion por parte de la
cepa a) de [AA. b) de la cnzima ACC deanunasa (1-
aminociclopropano- 1-carboxtlato  deaminasa) (Glick et
al., 1994), o longitud de la raiz principal. pero ninguna es
gptima ni parucularmente recomendada. El investigador
debera seleccionar cl proceso mas adecuado para sus
necesidades v expectativas particulares. Se¢ describen una
serie de métodos v procedimicntos ¢n la seccion titulada
"Procedimicntos para ¢l aislamiento v caracterizacion de
hongos mucorrizicos v rizobacterias  promotoras  dc
crecimicnto en plantas” la cual constituye la tercera parte
de la revision cientifica "Interacciones entre plantas v
microorgamsmos benéticos”.

La mavoria dc los aislamientos de bacterias
asociativas han sido cnfocados al grupo de bacterias
diazotroficas debido a que: (i) cn ocasioncs cstas bacterias
contribuyven nitrogeno a la planta. (i) ¢l nitrogeno cs ol
fertilizante mas importante en plantas (Ela er al... 1982),
() Rhizobium. v recientemente tambicn Azospirillum,
tienen una presentacion comercial efectiva, v (iv) la
prueba de reduccion de acctileno ¢s una técnuca barata.
facil v rapida para cvaluar fijacién de nmitrégeno a gran
escala. Sin ecmbargo. no se¢ ha ignorado ¢l aistamicnto de
otras especies  bacterianas. Sc¢ ha  puesto  particular
atencion a las Pscudomonas fluorcscentes y bacterias del
géncro Bavillus con potencial como agentes de control
biologico sobre muchos hongos patogenos nativos del
suelo.

En seguida sc mencionan varios cjemplos tipicos de
bacterias asociativas aisladas en la ultima década. las
cuales son promotoras potenciales de  crecimiento ¢n
plantas,

Bacterias diazotroficas

Estudios rccientes  sobre  bacterias  fijadoras  de
nitrogeno asociadas a raices de plantas superiores han
mostrado un tipo dec poblacioncs muyv  similares.
compuestas por anacrobios facultativos del  género
Bacillus v de la familia Enterobacteriaceae (Nelson ef al..
1976: Wright v Weaver. 1981). ademas del acrobio
Azotobacter v ¢l microacrofilico  Azospirillum.  Sin
embargo. csta homogencidad bacteriana encontrada debe
ser un crror técnico. Probablemente sea un reflejo del uso
de técnicas tradicionales de aislamicnto ¢ identificacion.

las cuales favoreeen of erecimicniv do cicrtos grupos
bacterianos. Existen cjemplos que apoyan esta conjetura:
(1) Se¢ han aislado frecucntemente bacterias dificiles o
imposibles de identificar. iratindose probablemente de
especies nuevas. Sin embargo. muy pocos investigadores
han publicado sus resultados.  deseribiendo  los
aislamientos de mancra apropiada. mi mucho menos
almacenaron las cepas cn colecciones debido a que los
andlisis formalcs requeridos para cstablecer una nucva
especic  bacteriana  son  faboriosos vy requicren  con
frccuencia  la colaboracion  nterdisciplinania  entre
difcrentes paises. Esta seric de dificultades provoca que la
motivacion para declarar una cspecic nueva como tal se
vea truncada antes de que se realice un registro oficial de
la cepa. (1) Es bien sabido que la incorporacion de
determinada fuente de carbono en algim medio sclectivo
para ¢l aislamicnto de bacterias fijadoras de nitrogeno
estimuta ¢l crecimiento de ciertos grupos bactenanos: 1.¢..
¢l empleo de mamitol o glucosa conlleva al aislamiento de
bacterias de la familia Azotobacteriaccac micntras que ¢l
uso de malato favorece ¢l aislamiento de Azospirillum. a
pesar de utilizar la misma zona radicular de la planta.

Como un csfuerzo por climinar ¢l efecto de la fucnte
de carbono sobre ¢l aislamiento, se desarrollo ¢l "modclo
espenmosfera” (spermosphere model) (Thomas-Bauzon et
al.. 1982). cn ¢l cual la semilla germinada provee a las
bacterias de exudados naturales como fuente de carbono.
Las bactenias fijadoras de nitrogeno mas representativas
han sido asladas de la nzostera de plantas de arroz
mediante este método. Ademas de un abundante numcero
de representantes de la familia Enterobacteriaceae, los
aislamicentos mas comunmente obtemdos  pertenceen a
Azospirilhon v Psewdomonas pancimobiits. un - taxon
relacionado con Flavobacterium capsulamum (Bally ¢t al..
1983). Las bacterias diazotroficas dominantes asociadas
a raices de maiz v a suclo de la rnizosfera se aislaron cn
tres localidades diferentes en Francia: como resultado
Bacillus circulans fue la bactena diazotréfica dominante
en dos de cstas locahdades: en la tercera localidad.
Lnterobacter cloacae. Klebsiella terrigena v bacterias
similarcs a Psendomonas fucron las especies de bacterias
diazotroficas  mas abundantes. no  detectandose  la
presencia de Bacillus circulans No sc logro aislar en
ninguno de los tres tipos de suclos Azospirillum. la cual
ha sido reportada como mportanic diazotrofa asociada a
rizosfera del maiz (Berge ¢r a0 1901b).

Las  Pscudomones diazolroficns,  aungue  menos
frecuentes que otros grupos v mucho menos abundantes
que las  Pyendomonas fluoreseentes  utihizadas  como
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agentes de control biologico. se han aislado de habitats
muy diversos, desdc tropicales hasta articos (Haahtela ef
al., 1983 Prabha ef al., 1978). De raices de arroz en los
tropicos  se  aislaron  Pscudomonas  diazotrophicus.
Enterobactercloacce v Klebsiella planticola (Barraquio
et al., 1983, Ladha et al.. 1983 Watanabe er al. ., 1987).
En el artico canadiense se aislaron Pseudomonas
fluorescentes psicréfitas fijadoras de nitrogeno a partir de
vanas plantas nativas. Varias de estas cepas colonizaron
raices de canola cultivada (Brassica campestris) en el
campo. Estas bacterias demostraron posecer ventajas
competitivas para colonizar raices, sobre otras bacterias
de la nzosfera a temperaturas muy bajas (4°C) (Lifshitz ef
al., 1986).

A partr de la rizosfera de trigo sembrado en el campo
y de cereales y pastos de forraje sembrados en
invemadero, s¢ lograron aislar en Suecia bacterias
diazotroficas. Algunos atslamientos sc lograron identificar
como pertenecientes a las especies Enterobacter
agglomerans 'y Bacillus  polymyxa. se encontraron
también otras bactcrias de taxonomia incierta (Lindberg y
Granhall, 1984; Lindberg et al.. 1985). En Pakistan, la
especie bacteriana diazotrofica mas abundante en ¢l
arbusto forrajero Atrplex fue Enterobacter agglome-
rans. Atriplex crece en suelos pobres y salinos (Bilal et
al., 1990). La mayoria de las bacterias fijadoras de
nitrégeno aisladas de la interfase raiz-suelo de pastos de
forraje en la regién subtropical de Texas pertenecian a la
especie Lnterobacter cloacae o a Klebsiella pneumoniae
(Wright v Weaver, 1981). Rahnella acquatilis es una
nucva especie de bacteria entérica fijadora de nitrégeno
asociada a la nzosfera de trigo y maiz (Berge er al.,
1991a).

Bacterias del género Acefobacter fucron aisladas por
primera vez en Brasil a partir de cafia de azacar
(Cavalcante y Doberciner. 1988). A partir de raices o
rizosfera de cafia de azicar v Hevando a cabo cultivos
sucesivos en medio scmisolido libre de nitrogeno con
sacarosa. se¢ lograron aislar cepas diazotroficas de
Acetobacter en cuatro regiones de Queensland, Australia.
No se lograron aislar los mismos microorganismos de
pastos de las mismas localidades (L1 y MacRae, 1991).

El género Azotobacter. un diazétrofo comin en
suelos. ha sido aislado también dc la rizosfera de algunas
plantas en diversas regiones del mundo, independiente-
mente del tipo de clima presente. En Egipto. A
chroococcum fue la especie predominante muentras que A.
vinelandii se¢ encontré en menor namero. Los resultados
demuestran que Azotobacter varia en su poblacion

dependiendo de la especie de planta, la edad dc ésta, v g
tipo de suclo. Es mas comin encontrar un mayor niimerq
poblacional en la rizosfera de plantas leguminosag
especialmente en plantas jovencs (Shawky, 1983). '

La mayoria de bacterias diazotroficas acrobiag
aisladas en suelos canadienses pertenecian a la especie 4.
chroococcum y a la familia Chroocaccaceae. En contraste
con los resultados obtenidos con suelos egipcios, el tipo
de suelo (valores de pH entre 6.5 y 8.0: contenido de
humedad entre 8 y 18%) parccid no influir sobre ¢l
numero poblacional de estas bactenias. La presencia de
trigo o tipos dc césped comunes no promovio ¢
establecimuento de las Azotobacteraceae. Sin embargo, se
encontrd que en nzosferas de maiz, avena y sova la
densidad poblacional de estas bacterias fue significativa-
mente mayor que en pastos (Kole ef al., 1988).

Se ha aislado Bacillus sp. a partir de ectomicorrizas
tubcrculadas del abeto Douglas, el cual pudo fijar
nitrogeno  solo  bajo  condiciones  microaerofilicas,
provocadas por €l proceso de respiracion del complejo
tubercular (planta-bacterna-hongo) (Li et al., 1992).

Phyllobacterium sp.. perteneciente a la familia Rhizo-
biaceae, produce acido indol-acético cn cultivos in vitro ¢
induce efectos similares a los producidos por la auxina al
scr cultivado con callos de tabaco (Lambert et al., 1990a).
Estas bacterias fueron aisladas a partir de nodulos foliares
de plantas tropicales. y resultaron scr el segundo grupo
bacteriano mas abundante en raices de plantas jovencs de
betabel. Beta vulgaris. La primera especie bacteriana mas
abundante fue P. fluorescens (Lambert ef al., 1990a).

Listonella anguillarum v Vibrio campbellii. dos
especies nuevas de bactenas fijadoras de nitrégeno, fueron
aisladas a partir de raices del arbol de mangle Avicennia
germinans de una laguna costera mexicana. Al mezclarse
el cultivo con Staphylococcus sp.. bacteria no diazotrofica
aislada de la misma fuente, la fijacién de nitrogeno de L.
anguillarum se incrementd (Holguin e al.. 1992).

Bacterias no diazotroficas

Las bactenas no diazotroficas son muy abundantes ¢n
la rizosfera v s¢ han llevado a cabo varias busquedas
sclectivas dc cllas.

De una busqueda dc los grupos bacterianos mas
abundantes en la superficic radicular de 1100 plantas
jovenes de betabel, se obtuvieron 5600 aislamicntos. Estas
plantas proccdian de tres parcelas diferentes en Bélgica ¥
de una parcela en Espafia. Las mas abundantes pertene
cian a las especies Pseudomonas fluorescens. Xantho-
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monas maltophilia. P. paucimobilis v Phyllobacterium
sp. (Lambert et al.. 1990b).

Dc la rizosfera de plantas de trigo y cebada, y
utilizando técnicas estandar, se aislaron las siguientes
especies: Bacillus pumilus. B.  subtilis. P. fluorescens,
Streptomyces  spp..  Xanthomonas maltophilia. 'y una
saprofita corineforme (Juhnke ef al.. 1987).

Lalande er al.. (1989) llevaron a cabo una evaluacion
de rizobacterias obtcenidas a partir de 20 plantas de maiz
hibridas, tomadas de diferentes localidades de la provincia
dc Qucbcec. v encontraron que Pseudomonas spp. era cl
grupo bacteriano mas prominente en el rizoplano y en la
rizosfera. Bacillus spp. v Serratia spp. se encuentran en
menor cantidad. Dcl interior de la raiz se aislaron Bacillus
spp. v DPseudomonas spp. sicndo mas abundante la
primera. En una busqueda de bactcrias promotoras del
crecimicnto ¢n plantas. los aislamuentos Serratia lique-
faciens 'y Psendomonas spp. promovicron el crecimiento
vegetal de manera consistente. Se aislaron poblaciones de
Xanthobacter a partir de raices de cultivos de arroz en
campo (Reding et al., 1991). Como puede observarse, hay
abundancia de rizobacterias. La pregunta clave es cual(cs)
ticne(n) potencial como bacteria(s) benéfica(s) para la
agricultura.

APAREAMIENTO GENOTIPICO
(GENOTYPIC MATCH)

Existc un argumento que sostiene que ¢l apareamiento
genotipico (lo cual significa que determinada cepa sélo
promovera el crecimicnto de determinada planta) cntre las
plantas v las bactenas asociativas puede determinar la
naturaleza de la respucsta, va sca la estimulacion o
inhibicion dcl crecuniento de la plantula. Sin embargo, no
esta claro si la especificidad genotipica surge cuando la
planta ¢s sembrada y las bacterias benéficas existentes en
la flora bacteriana del suelo son scleccionadas y
enriquecidas ¢n la nzosfera (Chanway y Holl, 1992). Si
asi fucra. no habria necesidad de llevar a cabo una
inoculacién artificial ya que la planta se encargaria de
stleccionar v cnriquecer a las bacterias benéficas va
presentes en ¢l suelo.

Podemos proponer la hipotesis de que si se moculan
microorganismos a la misma planta de la cual se aislaron.
la probabilidad de obtener cfectos positivos  como
resultado de la inoculacion bacteriana es mavor que st
estos microorganismos fueran inoculados a plantas a las
que nunca antes han estado asociadas. Sin embargo. csta
hipotesis no se contfinmo al evaluarla en plantas forestales.

Es de esperarse que la presion selectiva sobre bacterias de
la rizosfera es particularmente fuerte ¢n bosques debido ar
(1) el tiempo tan prolongado quc un drbol ocupa
determinado  sitio. y (i) las tasas reproductivas
relativamente altas de la poblacion microbiana asociada.
Sin embargo, no se encontré evidencia de que la
especificidad de la mteraccion bacterias-abeto Douglas-
suclo fuera de importancia en la promocion del creci-
miento dc las plantulas (Chanway ef al.. 1990: Chanway
y Holl. 1992).

El aislamiento de¢ cerca de 1000 cepas de bacterias
asociativas a partir dc ccreales sibvestres v su posterior
inoculacion en trigo cultivado. dio como resultado que una
sola cepa de la especic Psendomonas sp. incrementara
significativamente el rendimiento de los cultivos (Bashan.
resultados no publicados: Bashan. 1986).

Un caso notorio es ¢l cfecto que provoca la
noculacion con Azospirillum spp.. aislada de un cereal.
sobre muchas cspecics vegetales que no son cereales v
nunca antes habian sido cxpucstas a cste microorganismo
Todas respondicron  positivamente a la noculacion
con esta bacteria (Bashan er al.. 1989, 1991) Los casos
mas extremos son los resultados obtenidos con plantulas
del cardon gigante Pachyveereus pringlei moculadas con
cepas de Azospirillum, onginarias de arcas tropicales
humedas (Puente v Bashan. 1993) o con la hictha de
clima templado. Arabydopsis (Dubrovsky et al.. 1994)

Sin cmbargo. un estudio recicnte sobre la diversidad
fenotipica v genética de Bacillus polymyxa en ¢l suclo v la
rizosfera de trigo apova la teoria dc scleccion  Los
resultados indican que la diversidad de la poblacion de B
polymyxa en suclo que no se encuentra bajo la nflucncia
de la raiz es mavor que la poblacion del rizoplano. Por lo
tanto, parece ser que las raices scleccionaron una sub-
poblacion especifica a partir de poblaciones naturales de
B. polymyxa del suclo (Mavingui et al.. 1992).

Parece que ¢l aparcamiento genotipico ¢s una cucstion
no resuclta y probablementc valida para  algunas
asociaciones planta-bactena.

EJEMPLOS DE BACTERIAS ASOCIATIVAS
QUE PROMUEVEN EL CRECIMIENTO
VEGETAL

La mayoria de las cspecics de bacterias asociativas
fueron aisladas durante la ultima década. Todavia cs
incicrto  si c¢stos aislamicntos avudan al  crecimuento
vegetal. Sin cmbargo, s¢ mencionaran a continuacion
asumiendo que. 2 menos que sc pruebe que un aislamiento
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bacteriano sea neutral o inocuo, puede ser benéfico ya
que coexiste con la planta huésped.

Azotobacter

Después de Azospirillum, la mayor parte de la
literatura de la ultima década sobre bactenas asociativas,
es sobre Azotobacter. Azotobacter fue probada en los
afios 30 y 40 como un biofertilizante potencial, sobre todo
en la antigua Unién Soviética. Los resultados de la
inoculacion obtenidos con esta bacteria heterotrofa y libre
no justificaron su comercializacion a gran escala. Por esta
razon, el desarrollo de una tecnologia para Azotobacter
fue literalmente abandonada por el mundo occidental. El
uso potencial de Azotobacter como biofertilizante ha sido
revisado por Brown (1974) quien concluyd que la
inoculacién con A. chroococcum (la especie de Azoto-
bacter mas comiunmente utilizada) en ocasiones provoco
incrementos en el rendimiento de las cosechas, probable-
mente a través de mecanismos altemmos a la fijacién de
nitrogeno. Sus poblaciones alcanzan niveles generalmente
bajos. El reciente interés en bacterias benéficas ha
despertado ¢l estudio de Azotobacter.

Efecto de Azotobacter sobre el rendimiento vegetal. La
mayoria de la informacion actual concemiente al efecto
que ejerce Azotobacter en el rendimiento vegetal, fue
obtenida a partir del estudio de diversos cultivos en India.
Se mencionan a continuacién los resultados sobre
rendimiento en cereales, mostaza y algodén. Asi, expen-
mentos realizados en macetas con suelo del campo, arena
y vermiculita, bajo condiciones controladas ¢ inoculadas
con A. chroococcum, dieron como resultado un
incremento en el peso y en el contenido de mtrégeno de las
paniculas en el pasto Sefaria italica. Sin embargo, la
inoculacion en el campo dio como resultado un incremento
en rendimiento no significativo de sélo 8% (Yahalom et
al., 1984).

La moculacion con Azotobacter sp. de plantas de avena
contenidas en macetas no increment6 ¢l rendimiento de las
plantas. Sin embargo, tanto el incremento de nitrogeno
total en suelo al final del experimento como el equilibrio
positivo de "N en la rizosfera fueron estadisticamente
significativos. La cantidad de nitrégeno acumulado en el
suelo fue similar a la concentracion de N adicionado como
fertiizante (Shabaev et al., 1991).

La inoculacion de semillas de mostaza con A
chroococcum en presencia de urea origind un incremento
tanto en rendimiento como en absorcion de nitrogeno. Esto

puede ser atnbuible no sélo a la capacidad de la bacteriy
para fijar nitrogeno, sino también a la promocién de
crecimiento de la raiz (Poi et al., 1988).

En algodon, Azotobacter incrementé ligeramente e
contenido de aceite de la semilla. Otros beneficios fueron:
a) promocion en la germinacion asi como en el vigor de
las plantulas germinadas, y b) reduccion del nimero de
semillas germinadas anormalmente o muertas. La
noculacion incremento el rendimiento de la semilla de
algoddn en 19%, debido a un incremento en el nimero de
capsulas de algodén por planta (Pandey ef al., 1989a,b).
Cast todos los estudios han demostrado efectos positivos
como resultado de la inoculaciéon con Azotobacter. Sin
embargo, este panorama es probablemente subjetivo, ya
que no existe un inoculante comercial de Azotobacter,
probablemente debido a la existencia de resultados
negativos nunca publicados. La mayoria de la
informacion que existe ha sido publicada en revistas
agricolas de divulgacion en la anterior Union Soviética,
las cuales no exigen el analisis estadistico de los datos,
repeticion de resultados, o metodologia cientifica. Esta
falta de informacion impide evaluar adecuadamente el
potencial de Azofobacter como promotor del crecimiento
vegetal.

Sobrevivencia en la rizosfera. Existen pocos estudios
que reportan la presencia de Azotobacter en la nzosfera, a
pesar de ser una bacteria muy comun del suelo. En suelos
del Este canadiense casi el 90% de las bactenas
diazotréficas aerobicas pertenecian a la especie A
chroococcum o a miembros de la familia Azoto-
bacteraceae. El nivel poblacional varié entre 10% y 10°
bacterias por gramo de suelo. Ni el tipo de suelo ni la
presencia de trigo y pasto provocod un incremento en ¢l
nivel poblacional (Kole ef al., 1988).

En la rizosfera de plantas de algodén, sorgo y trigo,
Azotobacter resulté ser la bacteria diazotrofica libre mis
comin. Su poblacién varid entre 2.0 x 10° y L1 x 10*
bacterias por gramo de suelo (Sindhu y Lakshminarayana,
1986).

Azotobacter sobrevivio mejor en la rizosfera de cebada
inoculada cultivada en suclo complementado con basura
organica compostada que en suelos no abonados (Negi €f
al., 1987). En cultivo de tejido de raices de trigo invemal,
Azospirillum y Pseudomonas cepacia colonizaron mejor
la raiz que Azotobacter (De Freitas y Germida, 1990).

La evidencia acumulada hasta ahora, la cual se encuentr
muy dispersa, confirma que Azotobacter no es una verd
dera bacteria asociativa. Probablemente las condiciones &
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qultivo 0 ambientales la obligan a trasladarsc del suclo a
ja rizosfera de mancra tcmporal.

[noculacion mixta de Azotobacter con Rhizobium o
Azospirillum. Existen varios trabajos que demuestran que
¢l inoculante compuesto por Azotobacter y otras bacterias
fijadoras de nitrogeno. promueve ¢l crecimiento dc
plantas. Cultivos mixtos de Azotobacter v Rhizobium
japonicum ncrementaron cl namero de nodulos en raices,
¢l peso fresco de los nodulos, €l peso seco de las plantas
de soya, asi como la fijacion simbidtica de nitrégeno (El-
Bahrawy, 1983). La inoculacion de Sesbania
(leguminosa) con R. sesbani y A. chroococcum ylo A.
vinelandii, incremento significativamente la actividad de
la nitrogenasa (El-Gamal, 1992).

Los valores mas altos de actividad nitrogenasa
(determinada a través del ensayo de reduccion de
acetileno) en raices se registraron en tratamientos que
incluian una inoculacion compucsta de Azotobacter y
Azospirillum. La inoculacion con una sola de estas
bacterias no produjo ningun efecto sobre ¢l crecinuento de
plantas de trigo y cebada: sin embargo. una moculacion
mixta increment6 significativamente el crecimiento vegetal
(Fayez, 1990). -

Actividad hormonal. Azospirillum y Azotobacter tienen
la capacidad de sintctizar hormonas vegetales reguladoras
del crecimiento las cuales, a su vez, pueden alterar el
metabolismo vegetal y, eventualmente, incrementar el
rendimiento de los cultivos.

En el sobrenadantc de un cultivo de Azotobacter. aislado a
partir de raices del frijol comun v plantas de tomate. se
encontrd acido indol acético junto con otros derivados
no identificados de auxinas y giberilinas (El-Bahrawy.
1983; Mahmoud ¢r al.. 1984).

Se probo el cfecto de Azotobacter como productor de
hormonas sobre ¢l crecimiento vegetal. La cepa de A
¢hroococcum. productora de citoquinina, sc wmoculd cn
suelo (invernadcro) con plantas de maiz v precursores
sintéticos de citoquinina. La combinacion de precursorcs
de citoquinina v A. chroococcum resultd ser la mas
efectiva en promover ¢l crecimicnto vegetativo del maiz, al
compararse con la sola aplicacion de A. chroococcum. El
Peso seco de raices. tejidos dc brotes y varios otros
Parametros de crecimiento se incrementaron hasta cinco
Veces comparado con los controles. La promocion en ¢l
Rndimiento vegctal se le atribuyo principalmente a la
Produccion de citoquininas por parte de A. chroococcum
(Nieto y Frankenberger, 1991).

Algunos trabajos han indicado la posibilidad de la
Eistencia de cspecificidad en la asociacion Azotobacter-

planta. Azotobacter paspali presenta especificidad al
pasto dc forraje Paspallum, a la vez que incrementa el
crecimicnto de esta planta (Abbas y Okon, 1993ab). Se
encontraron vanaciones en la respuesta de algunos
cultivos a la inoculacion con diferentes cepas de A
chroococcum (Rajakumar y Lakshmanan, 1990). Los
tipos de planta que se favorecieron por su asociacion con
Azotobacter tenjan metabolismo C,. Esta respuesta
favorable posiblemente se debié a la produccion de
exudados radiculares lo cual satisface la demanda de
Azotobacter por un sustrato organico para la fijacion de
nitrogeno (Ela et al., 1982). A pesar de ésto. la poca
diversidad de especies de Azotobacter encontrada en 200
suelos diferentes aporta evidencia contra la especificidad
de la mteraccion Azotobacter-planta (Kole ef al., 1988).
Pesticidas. Por razones economicas, la mayoria dec las
practicas agricolas modemas utilizan una amplia variedad
de herbicidas y pesticidas, los cuales pueden afectar a
otros microorganismos que contribuyen a la fertihdad del
suclo. El cfecto varia dependiendo del compuesto. asi
como de la preparacion del mismo. Algunos no ejercen
ningin efecto sobre los microorganismos, otros retardan
procesos  fisiologicos especificos, muentras que otros
estimulan la actividad microbiana. En la ultima década se
han escrito  pocos estudios relacionados  sobre
interacciones herbicida-Azotobacter. En uno de cllos, ¢l
herbicida pre-emergente (adicionado antes de que la planta
emerja a la superficic) "Alachlor" (2-cloro-N-(2,6-
dietilfenit)-N-metoximetilacetamida) estimuld las pobla-
ciones de Azotobacter bajo condiciones de campo
(Mohammad, 1984). Se demostré que A chroococcum v
A. vinelandii son muy sensibles al contacto con el
herbicida  Sethoxydim  (2-] I-(ctoximino)|-3-[2-¢tiltio)-
propil}-3-hidroxo-2-ciclohexenon-1). En gencral, varios
parametros fisiologicos de A. chroococcum se inhibicron.
micntras que en el caso de A. vinelandii estos mismos
parametros fucron estimulados al utilizar determinadas
concentraciones del herbicida. En relacion a la fijacion de
nitrogeno Sethoxydim estimulo intensamente la actividad
de A. chroococcum (Roslycky, 1990). Por otro lado. el
herbicida "Arclon™ (N-[4-isopropilfeml||-N', N'-dimetil-
urea) inhibio la fijacion de nitrogeno de A. chroococcum y
de A. vinelandii (Gadkan, 1987).

Bacillus (no incluyc ccpas utilizadas como agentes de
control biologico)

Generalizando, bacterias de la rnizosfera del género
Bacillus son considerados rizobacterias promotoras del
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crecimiento en virtud a su actividad como agentes de
control biolégico de patogenos del suelo. Esta concepcion
erronea probablemente se ongind de la informacion
existente sobre el famoso aniquilador de insectos, Bacillus
thuringiensis, el cual es comercialmente utilizado para el
control de aquéllos. De hecho, algunas bacterias del
género Bacillus tales B. megaterium, B. polymyxa y B.
circulans son promotores del crecimiento a través de
mecanismos diferentes al control de patégenos tales como
fijacién de nitrogeno y solubilizacién de fosfato. En
muchos casos, es complicado determinar los mecanismos
por medio de los cuales estas bacterias promueven el
crecimiento de las plantas.

Efectos de Bacillus sobre el crecimiento vegetal. Se
estudiaron dos de los efectos que Bacillus puede provocar
en plantas inoculadas: (i) emergencia mejorada, e (u)
incremento en el crecimiento del follaje. Para que una
cepa posea potencial comercial es necesario que presente
las dos, o por lo menos la ultima caracteristica. Algunos
ejemplos demostraron estas premisas.

Al inocular la bacteria diazotrofica B. circulans (aislada
de la rizosfera del maiz) a plantas de maiz cultivadas en el
campo en regiones templadas y bajo cultivo intensivo, se
incremento significativamente el rendimiento del grano del
maiz por planta (7%), el peso seco total (3%), vy el
nitrogeno total del grano (4%) y de la planta (14%) (Berge
etal., 1990).

La inoculacion de semillas de pino con B. polymyxa
incrementd significativamente el peso seco de raices y
brotes de las plantulas. La promocion del crecimuento de
la plantula de pino esta en funcién del tamafio (alrededor
de 10° ufc/g) de la poblacién bacteriana en la rizosfera
(Holl y Chanway, 1992).

La inoculacién de semillas de abeto blanco Picea glauca
con B. polymyxa bajo condiciones de vivero, incremento
significativamente  (8%) el namero de plantulas
emergidas; sin embargo, disminuyo el peso seco de los
brotes (8%) y de la raiz (16%) en plantas de cuatro meses
(O'Neill er al., 1992b). Estos resultados sugieren que los
efectos que provoca la inoculacion con Bacillus sobre la
emergencia de plantulas y sobre el crecimiento, son
independientes, y que bactenas promotoras del proceso de
emergencia pueden inhibir el subsecuente crecimiento de
la plantula. Esta es una gran desventaja para la tecnologia
de la inoculacion. Sin embargo, ya que las compaiiias
comerciales evaluan cepas de Bacillus como posibles
agentes de control biologico, es probable que de esta
busqueda surgan otras cepas promotoras del crecimiento.

Efectos hormonales inducidos por la inoculacion con
Bacillus. Estudios preliminarcs demostraron que, al igyy|
que Azospirillum 'y Azotobacter, Bacillus prodyce
reguladores de crecimiento, afectando asi el crecimieno
vegetal.

B. cereus, aislada de la nizosfera de arboles de
promovio significativamente el crecimiento de plantulag,
posiblemente a través de la produccion de sustancias
analogas a IAA, en presencia y ausencia del hongo
patogeno Pythium en las raices (Selvadurai ef al., 1991),
La inoculacién de trigo con Bacillus promovio ¢
crecimiento, bajo diferentes condiciones de cultivo tales
como ensamblados estériles, macetas no estériles, y en
campo. Algun factor no termoestable debe estar
involucrado ya que al autoclavear las células de Bacillus
se Inhibid el crecimiento; sin embargo, el agregar el
sobrenadante fue tan cfectivo como el agregar células
completas. No se aclar6 si fue debido a la presencia de
hormonas. Se pudo detectar IAA en el sobrenadante,
mas la adicion de IAA exdgeno, no predujo ningin efecto
sobre el crecimiento de las plantas (Chanway y Nelson,
1990).

La inoculacion de plantas dc¢ trnigo con Bacillus
incremento el peso de las raices de trigo al igual que la
incorporacion de acido giberélico sintético en las camaras
de crecimiento hechas de papel vy plastico (“pouches”).
Ademas, el agregar a las cAmaras los filtrados celulares
junto con células bactenanas muertas, provoco
respuestas vegetales similares a las producidas al agregar
células vivas (Kucev, 1988).

Inoculacién  mixta de  Bacillus  con  otros
microorganismos. S¢ ha estudiado la interaccion entre
Bacillus con los simbiontes de leguminosas, Rhizobium'y
Bradyrhizobium y con hongos micorrizicos en plantas de
bosque. Se han publicado muy pocos estudios
relacionados con ¢l tema.

En plantulas del pino Pinus contorta Douglas la
inoculacion con el hongo micorrizico Wilcoxina mikolae
provocé una disminucién en ¢l niimero de brotes (11%) ¥
en la biomasa radicular (4%). La inoculacién unica de
Bacillus no tuvo efecto sobre la biomasa de la plantula 0
sobre el contenido de nitrogeno en el follaje. Al comparal
la inoculacion conjunta de micorrizas y Bacillus con la
inoculacion tinica del hongo, se observé lo siguiente: (i) W
nivel de infeccidon por micorrizas similar al obtenido con la
inoculacion tnica de los hongos, y (i) se obtuvo,
obstante, una mayor biomasa de brotes (12%) y de ra?
(11%) con la inoculacion comjunta (Chanway ¥y Holl,
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1991). Estos resultados demostraron que por medio de
yna interaccion sincrgista sc indujo ¢l crecimicnto vegetal.
po como resultado de un mavor nimero de micorrizas
sino que solo parcialmente como resultado de la actividad
de fijacion de nitrogeno asociada.

La inoculacién conjunta de hongos micorrizicos v algunas
bacterias bencficas. mcluvendo a  Bacillus sp.. en
plantulas del abcto Douglas dio como resultado un
incremento en Jla gencracién de micorrizas en raices cortas
(Duponnois v Garbaye. 1991).

La inoculacion cowunta de una ccpa de Bacillus
productora de antibidticos con rizobios resistentes a ¢sos
antibicticos, ha sido propuesta como una forma de
promover la colonizacion de los rizobios y nodulacion de
leguminosas. Este cfecto bencfico se manifestd con el
nivel de colonizacion alcanzado por Rhizobium meliloti en
el incremento ¢n ¢f nimero de nddulos. asi como en ¢l
rendimiento de la alfalfa. Sc observaron los mismos
efectos con Bradyrhizohium japomicum pero en plantas
de sova. Dcbido a que los mutantes no-productores de
antibioticos del género Bacillus no lograron promover la
colonizacion ni la nodulacién de raices de alfalfa por R
meliloti, sc considera que ¢l bencficio obtenido como
resultado de csta inoculacion doble sc debe a la pro-
duccion dc antibioticos de la bacteria  "asudante™.
Permanecc incicrto si ¢l efecto es debido a la actividad de
control  biologico dc  Bacillus  sobre  organismo(s)
patogenof(s). o a la whibicion gencralizada de la
microflora de la rizosfera (Li v Alexander. 1990). Las
semillas de sova tratadas con cepas con actividad de
control biologico de B. cerens. incrementaron su niimero
de nodulos al desarrollarse en ¢l campo. Sc demostro que
este cfecto no guarda relacion alguna con ¢l control
bioldgico. va que cste cfecto tambicn fue demostrado cn
suelo cstéril (Halverson v Handelsman, 1991]).

La inoculacion conjunta dc  Bacillus con otros
microorganismos  ¢s  una linca de  investigacion
prometedora que debe ser estudiada mas a fondo. En csta
teraccion, Bacillus participa como "bacteria avudante”.
permuticndo que «f principal nucroorganismo benefactor
lleve a cabo sus funciones de promotor del crecimiento
vegetal de manera optima.

Solubilizacion de fosfato por Bacillus. La adicion dc
fosforo cs la base de cualquicr practica agricola. va que ¢l
fosfato ¢s uno de los principales iones consumidos por las
Plantas. Los fertilizantes fosfatados. cspecialmente los
complejos. son relativamente caros v Iejos del alcance de
la mayvoria dc los agricultorcs de paises en via de
desarrollo. Por otro lado. la roca fosforica no cs cara v

csta a la disposicion de todos. El problema cs que ¢l
fosforo presente en csta roca no csta disponible para las
plantas; por cllo la importancia dc las bacterias
solubilizadoras dc fosfato. La mayoria dc las revisiones
sobre la habilidad dc las cspecics de Bacillus para
solubilizar fosfato insoluble v haccrlo disponible para
leguminosas. arroz v sorgo provicnen de India.

B. subtilis v B. circulans disuclven una gran cantidad de
fosfato tricalcico. La moculacion de frijol con cstas cepas
promovio: a) la nodulacion por parte de los rizobios. b) ¢l
contcnido de fosfato disponible ¢n suclos aluviales. ¢) la
biomasa dc raices v brotes. d) ¢l rendimicnto de paja v
grano, v ¢) la absorcion de nitrogeno v fosforo por las
plantas. Como tucnte dc fosforo, s¢ recomicnda la
utilizacion dc roca fostorica para aqucllas zonas agricolas
de bajos recursos, por ser mas barata que ol fertilizante
comercial (Gand v Gaur, 1991),

La inoculacion dc frijol Yorimon con Khizobium
incremento significativamente la absorcion de nitrégeno
por partc dc la planta; sin cmbargo. s¢ obtuvo mavor
respucsta al  inocular  simultiancamente  Rhizobium, la
bacteria solubilizadora de fosfato B. polymyxa. v ¢l hongo
micorrizico Glomus fascicularum. Esta inoculacion triple
dio como resultado un incremento en la produccion de
materia scca v en la absorcion de fosfato al compararse
con los resultados obtenidos a partir de inoculacioncs
dobles o unicas. combinando cualguicra de los organismos
va mencionados. Las cepas (. Jjasciculatum v B.
polymyxa fucron muv cficientes al inocularse en plantas
cultivadas ¢n suclo con fosfato insoluble (Poi et al.
1989).

En cultivo de arroz la moculacion mixta de B. circnlans v
B. subtilis v la aplicacion de cstiéreol con o sm roca
fosforica. dio como resultado un incremento en el nivel de
fosforo disponible c¢n la rizosfera. asi como en la
absorcion de fostoro v contenido de materia sceca (Banik v
Dev. 1985).

Una inoculacion mixta de Azospirillum brasilense v las
bacterias solubilizadoras de fosfato B, polvmyxa o I
striata en plantas de sorgo cultivadas en ¢l campo dio
como resultado un  incremento  significativo en ¢l
rendimiento del grano (46% v 40%), matenia seca (34% v
64%) v cn la absorcion de fosforo (52% v 47%) al
compararsc con los resultados obtcnidos a partir de
moculaciones anicas de cualquicra de los orgamsmos
menclonados (Alagawadi v Gaur, 1988, 1992).

El gran ¢xito obtenido cn India con la utihzacion de
bacterias solubilizadoras de fosfato (Algawadi v Gaur.
1988. 1992) debe servir de motivacion a investigadores de
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otras partes del mundo para utilizar este tipo de bacterias
en sus inoculantes. Debe promoverse particularmente en
paises en via de desarrollo, los cuales generalmente
cuentan con depositos de roca fosforica y carecen de
fondos para comprar fertilizantes fosfatados.

OTRAS BACTERIAS ASOCIATIVAS CON
POTENCIAL PARA SER BPCP

Existe poca informaciéon sobre las especies de
bacterias asociativas que se describen a continuacion. Sin
embargo, se exponen brevemente aquellas bactenas
BPCP potenciales para practicas agricolas futuras.

Klebsiella y Enterobacter

Algunas plantas xerofitas, colonizadoras de dunas,
deben establecerse rapidamente en la arena, antes de que
el viento las desprenda. Estas plantas se consideran de
importancia como estabilizadoras de la conformacion de
costas, ya que, al crecer sobre las dunas, evitan que el
viento cambie la conformacion de las mismas. La
inoculacion de Uniola paniculata L. con Klebsiella
pneumoniae no contribuy6 con nitrogeno a la planta; sin
embargo, se incrementd el crecimiento de raices y el
tamaiio de la espiga mayor (43% y 3%, respectivamente).
La inoculacién bactenana logré ademas incrementar e
nivel de colonizacion radicular de los hongos micorrizicos
vesiculo-arbusculares (15 %) al compararse con plantas
inoculadas solamente con los hongos. K. pneumoniae
logré incrementar la germinacién de esporas (15%) y el
crecimiento de las hifas de Glomus deserticola (400%)
(Will y Sylvia, 1990).

Se analizd la capacidad de algunas cepas de
Enterobacter agglomerans, E. aerogenes, E. cloacae, K.
pneumoniae, y K. terrigena aisladas de plantas o
humanos, para incrementar el crecimiento en pastos por la
produccion de auxinas y compuestos relacionados con el
indol. Cada uno de los aislamientos enterobacterianos
logrd incrementar significativamente el namero de pelos
radiculares de Poa pratensis. No se encontré diferencia
entre el efecto causado por bacterias aisladas de vegetales
y las aisladas de humanos. La sustancia bioactiva resuitd
ser una auxina. acido indol-3-acético. El analisis de los
filtrados bacterianos demostré que los aislamientos
enterobacterianos produjeron al menos 10 compuestos
indol, detectandose la auxina mencionada en el 88% de los
filtrados (Haahtela ef al., 1990).

La inoculacion de plantas de arroz con K. oxytoca di
como resultado un incremento de un 6 % en el peso
de la planta, incrementandose el contenido de nitrogeno de
las plantas hasta en un 8% (You et al., 1986).

Se midi¢ la actividad de la nitrogenasa de lag
bacterias asociativas K. pneumoniae y E. agglomerans,
aisladas de pastos finlandeses, en presencia de variog
herbicidas. La actividad de la nitrogenasa de K
pneumoniae  se inhibié en presencia de herbicidas tipo
acido fenoxi. En presencia del mismo tipo de herbicida, la
actividad de la nitrogenasa de E. agglomerans se vio
incrementada en un 10-50% (Haahtela ef al., 1988).

Las cepas de Klebsiella se adhirieron a las raices de
la graminea norteamericana "bluegrass" (Poa pratensis) y
al pasto Festuca rubra con mayor fuerza a los pelos
radicales que a la superficie de la zona de elongacion y a
la capa mucilaginosa de la raiz. No se observo adhesion a
las células epidermales localizadas entre los pelos
radicales. La inoculacion de K. preumoniae a plantulas
de P. pratensis, ocasiond cambios morfologicos en las
raices. Las raices de plantas infectadas se cubrieron por
completo de pelos radicales, los cuales, en muchos de los
casos, s¢ encontraban deformados y ramificados
(Haahtela er al., 1986). Dos tipos de fimbrias de K.
pneumonia 'y de E. agglomerans actuaron como
intermediarios en la adhesién de las bactenas a las raices
de P. pratensis (Haahtela er al., 1985).

Acetobacter diazotrophicus

Esta especic ha sido recientemente descrita
(Cavalcante y Débereiner, 1988; Gillis er al., 1989); es
una bacteria endofitica asociada de manera natural a
raices, tubérculos y tallos de cafia de azicar y camote. Se
cultiva en un medio de cultivo nco en sacarosa. 24 cepas
de A. diazotrophicus fueron aisladas a partir de tejidos
internos de tallos y raices de 24 variedades de cafia de
azucar obtenidas de diferentes regiones geograficas en
Meéxico (Caballero-Mellado y Martinez-Romero, 1994).
Después de 15 dias de ser inoculada sc observo
colonizacién bacteriana externa en raices y ramas
inferiores de cafia de azicar, particularmente en caw'dad%
de las coyunturas de las raices laterales. Las bactenas
penetraron en los tejidos radicales a través de células
sueltas en las puntas radicales. Después de 15 dias 125
bacterias se encontraban en los vasos del xilema en 12
base del tronco (James et al., 1994). A. diazotrophicus &
particular tiene un gran potencial a nivel comercial, ya qu¢
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aparentcmente  provee  todos  los  requerimientos  de
pitrogeno de la cana de azucar cultivada cn Brasil. Esta
area de cstudio debe ser considerada con énfasis. va que la
cafia dc azacar ¢s uno de los cultivos proveedores de
combustibles mas promcetedores del futuro. En Brasil. la
cafia dc azicar cs ¢l cultivo mas importante. va que sc
utiiza ¢on la produccion dc ctanol. utilizado como
combustible para vchiculos.

La inoculacion mixta de A. diazotrophicus v ¢l hongo
micorrizico (slomus clarum cn camotes micropropagados.
promovio la genceracion de esporas en mayor cantidad que
con la woculacion unica del hongo micorrizico. Las
plantas inoculadas con csporas de hongos. las cuales a su
vez fucron incculadas  con  bactcrias.  mostraron
incremento ¢n ¢l numcero de esporas formadas dentro de
las raices. A. diazotrophicus colonizo (in vitro) las parics
de las plantas dc camote expucstas al aire v las de cafa de
azucar (en suclo no esterilizado) sélo al ser moculadas en
conjunto con micorriza vesiculo-arbuscular (MVA) o al
estar presentes en esporas de MVA (Paula er af.. 1991).
Plantulas micropropagadas de cana de azicar inoculadas
con csporas de VAM con bactenas diazotroficas. tenian
un mayor numero de bacterias que aquellas plantulas
inoculadas solamente con bacterias. Sc observd un cfecto
similar, con excepeion de la colonizacion de partes adreas.
en sorgo dulce (Paula ¢f a/l.. 1991). La produccion de IAA
de A. diazotrophicus fue 100% mavor que la produccion
de 1AA dc Azospirillum lipoferum. Fl cfecto de 4.
diazotrophicus scbre ¢l crecimicnto de plantas de papa se
debié a una promocion cn ¢l proceso de micorrizacion.
dandosc ¢n consccuencia una asimilacion mas cficiente de
los nutrimentos. mas que por fijacion de nitrégeno (Paula
etal.1992).

Estos resultados sugicren que A, diazotrophicus
glerce cfectos positivos sobre las plantas a travds de
mecanismos altemos a la fijacion de nitrdgeno al ser
inoculado ¢n conjunto con csporas de MVA.  Esta
combinacion pucde ser de utilidad en plantas propagadas
vegetativamente o por medio de semillas. La posibilidad
de introducir microorganismos diazotroficos cn raices
vegetales por medio de csporas de MVA abre un nucvo
campo para la bioteenologia.

Serratia sp.

Cepas  diazotroficas  del  género  Serrania incre-
Mentaron significativamente ¢l crecimiento de trigo cn ox-
Penimentos en maccta v en ¢l campo. Se cree que este

género csta bien representado en la rizosfera de trigo de
climas templados (Ruppel. 1991).

Alcaligenes fuecalis de la rizosfera del arroz

El arroz puedc crecerse bajo condicioncs acrobias o
anacrobias dependicndo del sistema de cultivo utilizado
(inundacién de las parcelas o no-inundacion). Casi todos
los grupos mmportantcs de bacterias diazotroficas pueden
crecer bajo ambas condiciones. La gran mavoria dc
bactcrias asociadas a raices de arroz en China pertenceen
a la familia Entcrobacicriaccac o a los  gencros
Psendomonas, Alcaligenes. Arthrobacter. Azosprillum,
Azotobacter, Bacillus. Derxia v Flavobacterium.

El' diazotrofo 4. faecalis. aislado a partir de raices de
arroz. s cncuentra ampliamente distribuido en suclos
inundados de China (You e a/.. 1991). La mavor parte de
la poblacion sc encontrd en la capa mucilaginosa de la
superficic radical. Cerca de un 10% de las bacterias
acumuladas ¢n la superficic penctraron a los espacios
radicales mtercelularcs.  Algunas  bacterias  penctraron
dentro de las cclulas vegetales. donde se¢ muitiplicaron v
fijaron nitrogeno. Estudios de microscopia clectronica
demostraron que A. faccalis crecid dentro de la cilula
radical. Callos inoculados con bacterias crecicron bien en
medio de cultivo sin fuente de nitrégeno; sin embargo. los
callos no moculados muricron a los treinta dias. postble-
mente debido a la falta de fuente de nitrégeno (You s
Zhou, 1989 You er al.. 1991).

Azoarcus sp.

Azoarcus sp. (Reinhold-Hurck ¢f al. 1993) fuc
aislada en Pakistan a partir del pasto Kallar. ¢l cual crece
cn suclos salinos de potencial agricola margmnal Sc estimo
¢l nimero poblacional de bacterias diazotroficas en ¢l
iterior de la raiz v oen ¢l rizoplano del pasto Kallar. Sc
demostrd que Azoarcis fija nitrogeno (Hurck er al.. 1987:
Reinhold ¢f af., 1986, 1987) v coloniza ¢l pasto Kallar v
plantas de arroz inter- ¢ intracclulannente.

La colonizacion ¢s acompanada de una matriz
extracelular. No todas las raices fucron penctradas. v la
penctracion fue mavor en la zona de clongacion de las
partes jovenes del sistema de raices. Ll procese de
colonizacion aparentemente termind con la formacion de
colomas grandes tanto intra- como mitereelularmente. La
basc del tallo sirve de méculo para raices sccundarias
nucvas. Probablemente cstas bacterias estan cmparcn-
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tadas con micorrizas vesiculo-arbusculares (Hurek ef al.,
1991).

Ya que toda la informacion que concieme a esta
asociacion ha sido producida por un sélo equipo de
investigacion, el cual no ha realizado hasta la fecha
ningin experimento sobre incremento de crecimiento o
rendimiento, se desconoce si se trata de un nuevo
representante de BPCP, o se trata simplemente de una
bacteria de la nzosfera.

Cianobacterias

Se probo la habilidad de cianobacterias heterocisticas,
fijadoras de nitrogeno, de los géneros Nostoc, Anabaena y
Cylindrospermum para asociarse con raices de plantulas
de trigo cultivadas en cultivo liquido. Se reconocieron dos
tipos de asociaciones: (i) Asociaciones laxas de filamentos
bactenanos creciendo entre pelos radicales, tipica de
aislamientos de Anabaena. (ii) Asociaciones firmes de
microcolonias en asociacion intima con la superficie
radical, exclusivas de ciertos aislamientos pertenecientes
al género Nostoc. Las diferencias de magnitud de la
actividad diazotréfica entre cianobacterias libres y
asociadas, aunado a los efectos de incorporacion de
nitrato, indican que la actividad de la nitrogenasa puede
ser influenciada por la planta y/o sus productos (Gantar et
al., 1991). La inoculacién de plantulas del mangle negro
Avicennia germinans con la cianobacteria Microcoleus,
increment6 la actividad de fijacion de nitrogeno de
plantulas inoculadas asi como su crecimiento (Toledo y
Bashan, 1994).

Bacterias oxidantes del azufre

El azufre elemental es frecuentemente utilizado como
fertilizante. Este fertilizante de azufre debe ser oxidado a
sulfato antes de ser asimilado por las plantas.

El nimero de bactenas heterotrofas que oxidan azufre
fue mayor en suelo de la nzosfera de trigo y canola
(Brassica campestris) que en suelo no asociado a raices
(Grayston y Germida, 1991). 18 cepas de este grupo de
bacterias incrementaron el peso seco de vainas (en mas del
100%) y brotes (alrededor del 80%) en plantas maduras.
Algunos aislamientos lograron incrementar el area de la
hoja en presencia de sulfato e incrementar la absorcion de
otros elementos, mientras que otros aislamientos
inhibieron el crecimiento de los hongos patdgenos de
canola Rhizoctonia solani y Leptosphaeira maculans. De
esta manera, parece ser que algunas bacterias oxidantes

del azufre estimulan el crecimiento de canola promovieng,
[a absorcion de minerales de azuffe, hierro y magnesio
mientras qué €en otros casos parece que tambigy
intervienen efectos de antibiosis (Grayston y Germida
1991).

Bacterias hipersalinas de la rizosfera

A partir de plantas xerofitas de una salina espaiiola se
lograron aislar varias especies de bacterias Gram
positivas tales como: Micrococcus, Staphylococcus,
Planococcus, Bacillus, Arthrobacter, Corynebacterium,
Brevibacterium, Nocardia, y otros aislamientos no
identificados. Como representantes de bacterias Gram

" negativas se encontraron Pseudomonas, Alcaligenes,

Flavobacterium, Acinetobacter, Halobacterium. Las
bacterias anaerobias facultativas encontradas fueron
cepas de Vibrio y especies no identificadas de la familia
Enterobactenaceae (Quesada et al., 1982). La mayoria de
estas bacterias eran moderadamente halofilas. La
explicacion a este fenémeno debe estar relacionada con la
heterogeneidad del habitat del suelo, en el cual la salinidad
puede variar abruptamente de un microhabitat a otro en el
tiempo. Como resultado de esta heterogeneidad, aquellos
organismos muy especializados serian eliminados por €l
proceso de seleccion natural, o se encontrarian en bajos
niveles poblacionales, favoreciéndose la presencia de
organismos halofilos moderados (Quesada et al., 1982).
En la actualidad los ambientes salinos son poco utilizados
como suelos agricolas. Sin embargo, el potencial de estas
areas marginales no sera ignorado por mucho tiempo ¢n
areas con alto crecimiento poblacional y bajo ingreso.

Bacterias patogenas diazotroficas

Generalizando, las bacterias patogenas en vegetales
son parasitos que obtienen sus nutrimentos del huésped;
por lo tanto, no es de esperarse que fijen nitrogeno,
actividad que requiere un gran costo energetico.

Herbaspirillum seropedicae es una especic @€
bacteria cuyos representantes son conocidos COMO
fijadores de nitrogeno. Fue aislada en Brasil en 1986 2
partir de raices de cereal donde en condiciones naurales
coexiste con Azospirillum (Baldani et al., 1986). H
seropedicae caus6 sintomas de la enfermedad "mottled
stripe” (manchado en franjas) en sorgo y pasto Napih
mientras que con Pseudomonas  rubrisubalbica™
patogeno débil emparentado con H. seropedicae, s
observaron los mismos sintomas pero en caiia de azucll
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(Pimentel ef al., 1991). Estas dos especics. junto con
Agrobacterium tumefaciens (Kanvinde y Sastry. 1990).
son los unicos agentes patdgenos conocidos como
fijadores dc mtrégeno. Se desconocen las ventajas que su
actividad diazotrofica ofrece a c¢stos organismos. vy si ¢s
posiblc considcrarlos BPCP dcbido a su actividad
diazotrofica.

CONCLUSIONES

El nimero de bacterias presentes cn la rizosfera con
potencial dc scr BPCP. ¢s mucho mayor que el numero
de azospirilos v rizobios cn conjunto. Sc cucnta con
informacion fragmentada sobre diferentes especics v al
generarse mas informacion. s¢ descubre mavor potencial
para su uso en la agricultura. Se considera que ¢l cstudio
de las bacterias oxidantes del azufre v las bacterias
solubilizadoras dv fosfato son arecas de investigacion
prometedoras.  El potencial de Acerobacter. ¢l cual
reemplaza la tertilizacion de nitrégeno ¢n cana de azicar.
"el cultivo encrgético”. es de suprema importancia debido
a quc ¢l ctanol ¢s un importante generador de divisas cn
Brasil. Lo mismo ocurrc con las cepas de Azorobacter v
Bacillus  va mencionadas. las cuales merecen  ser
consideradas de nucvo, utilizando las nuevas técnicas de
inoculacion desarrolladas para Rhizobium v Azospirillum.

Una de las dificultades principales que enfrenta cl
investigador en esta arca de trabajo ¢s la dificultad que
representa ¢l registro de una nueva especic. Este factor
desalicnta a los investigadores, cspecialmente de paiscs
subdesarrollados. a reportar sobre bacterias nucvas con
potencial. Probablemente. ¢n bencficio del descubrimicnto
de aislamientos nuevos v mas cficicntes. la comunidad
cientifica deberia aligerar los requerimicentos para la publi-
cacion de especies nuevas. Ello alentaria a cstudiosos de
la sistematica a colaborar cn la deseripeion de los nucvos
aislamientos. S¢ ha publicado recientemente un ¢jemplo
pioncro dec lo expucsto anteriormente (O'Neil er al..
1992a).

Ya que cn la actualidad la hberacion al ambiente de
bactcrias  dischadas por la ingencria gendtica  csta
estrictamente regulada. la cstrategia scguida por muchos
investigadores v por las industrias dc inoculantes ¢s la
busqueda de cepas con potencial.

En conclusion. aunque no se dispone de la suficiente
informacion cientifica v agronomica que pudicra atraer ¢l
interés de la industria de inoculantes. v analizando los
resultados obtenidos hasta ahora. los investigadores deben
asumir que pronto cncontraran BPCP con potencial

agricola que tengan nfluencia positiva sobre el
crecimiento vegetal.
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