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Resumen

Se determiné la capacidad de fijar nitrogeno mediante la actividad reductora de acetileno para 8 ce-
pas de G. diazotrophicus aisladas de diferentes ecosistemas empleando el medio LGI-P. Ademas, se
determiné la produccion de auxinas a través del método de Salkowski y se analizé la influencia del ami-
nodcido triptéfano y del AIA en la actividad de la nitrogenasa. El triptéfano, al igual que otros aminoa-
cidos y las diferentes concentraciones de AIA, inhiben en distinta medida la actividad de la enzima solo
parcialmente. Se demostré que las condiciones de nitrofijacién no afectan la produccion de AIA en esta
bacteria. Esta relacién entre ambas capacidades fisiolégicas beneficiosas para los cultivos agtricolas pudiera
tener gran importancia ya que pueden desarrollarse paralelamente, y potenciar la accién beneficiosa ha-
cia la planta, basada en la dinitrofijacién y la produccién de auxinas estimuladoras del crecimiento vegetal.
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Abstract

The capacity to fix nitrogen of 8 strains of G. diazotrophicus from different ecosystems was determined by
acetylene reduction assay using LGIP medium. Moreover, auxins production was determined by Salkowski’s
method and the influence of triptophan and indoleacetic acid (IAA) in the nitrogenase activity were analy-
zed. The triptophan as other aminoacids and different concentrations of IAA, inhibit at different levels

Profesora asistente, Departamento de Microbiologia y Virologia, Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, Cuba.

marcia@fbio.uh.cu

2 Profesora asistente, Departamento de Microbiologia y Virologia, Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, Cuba.

3 Estudiante de postgrado, Departamento de Microbiologia y Virologia, Facultad de Biologia, Universidad de La Habana,
Cuba.

4 Profesora auxiliar, Departamento de Microbiologia y Virologia, Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, Cuba.

84 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XI No. 1 Julio 2009 84-93



the nitrogen fixation only partially. There were demonstrated that the nitrogen fixation conditions do not

affect the auxins production of this bacteria. This relationship between both crop beneficial physiologi-

cal capacities should be a great importance since they may be parallely developed, and enhance the be-

neficial action to the plant, based on dinitrogen fixation and stimulating plant growth auxins production.

Key words: Gluconacetobacter diazotrophicus, auxins, nitrogen fixation.
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Introduccién

Las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés) benefi-
cian a las plantas a través de diferentes mecanis-
mos, entre los que se encuentran la produccién
de hormonas (especialmente las auxinas) del
crecimiento vegetal, el mejoramiento de la
disponibilidad de nutrientes para la planta (la
solubilizacién de fosfatos inorganicos, la fija-
cién de nitrégeno), y el control biolégico de
patégenos (Kloepper, 1993). Una gran parte de
las bacterias identificadas para utilizarse como
PGPB se han aislado de la rizosfera y pocas de
estas han clasificado como endéfitas (Manjula
et al., 2002; Sessitsch et 4l., 2004; Kishore et
al., 2004).

G. diazotrophicus es una PGPB que se
puede encontrar asociada con la cafia de azu-
car como enddfita (Cavalcante y Débereiner,
1988). Esta especie ha sido objeto de estudio
debido a su potencialidad para mejorar el cre-
cimiento vegetal por su capacidad de llevar a
cabo la fijacién biolégica de nitrégeno, la pro-
duccion de auxinas, 1a solubilizacién de fosfa-
tos y la liberacion de sustancias antimicrobianas
(Mowade y Bhattacharyya, 2000; Sevilla et al.,
2001; Mufioz-Rojas, 2005).

Se hainformado que esta bacteria, ademas
de asociarse a la cafia de azucar y la chinche
harinosa coligada a esta (Saccharococus sacchari)
(Mufioz-Rojas, 2005), se ha encontrado en
otros cultivos agricolas como el boniato (Ipo-
moea batatas), algunos pastos de forraje (Pennis-
etum purpurenm Cameroon) (Paula et al., 1991),
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el cafeto (Coffea arabica) (Jiménez-Salgado et
al., 1997), la pifia (Ananas comosus) (Tapia-Her-
nandez et al., 2000), el mango (Maginifera indi-
¢a) (Muthukumarasamy et al., 2002), wetland
rice (Oryza sativa 1..) (Muthukumarasmy et 4l.,
2005), entre otros.

G. diazotrophicus es una bacteria de especial
interés porque ademas de su capacidad de fijar
el nitrégeno en presencia de KNOsy a valores
de pH bajos (Stephan et al., 1991), puede ex-
cretar casi la mitad del nitrégeno fijado en una
forma potencialmente disponible para la plan-
tas (Cojho et al., 1993; Youssef et 4l., 2004).

Ademas de la fijacién bioldgica del nitrd-
geno se han podido determinar otras acciones
beneficiosas que pueden ejercer estos microot-
ganismos sobre las plantas. Se ha demostrado
la produccién de sustancias estimuladoras del
crecimiento vegetal como acido 3indolacético
(AIA) y giberelinas en medio de cultivo por
G. diazotrophicns (Fuentes-Ramirez et 4l., 1993;
Heydrich et al., 1998; Bastian et 4l., 1998, Ji-
ménez-Salgado et dl., 1997), lo que contribui-
rfa de manera general con el crecimiento de la
planta.

Mufioz-Rojas et al. (2005) demostraron
que cuando se inocula G. diagotrophicus en
plantas de cafia de azucar, la bacteria puede
fijar ciertas cantidades de nitrégeno y promo-
ver el crecimiento de las plantas predominan-
temente a través de mecanismos hormonales,
dependiendo de la variedad de cafia de aztcar
y del genotipo de la bacteria inoculada. Pe-
draza (2008) plantea que es necesario llevar a
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cabo estudios mas profundos para esclarecer
las interrogantes que existen sobre la interac-
cién entre los diazotrofos y la planta, lo cual
es imprescindible para su utilizacién comer-

cial.

Teniendo en cuenta estos antecedentes se
planteo el presente trabajo, donde se analiza la
relacion que se establece, i vitro, entre la fija-

cion bioldgica del nitrégeno y la produccion de

acido indolacético por la bacteria Gluconaceto-
bacter diazotrophicus.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas utilizadas

Se utilizaron 8 cepas de referencia de la
especie G. diagotrophicus aisladas de diferentes
ecosistemas que se listan en la tabla 1.

Tabla 1. Cepas de Gluconacetobacter diazotrophicus utilizadas en el trabajo

Cepas

Origen

Referencia

PAI5(ATCC49037), PAI3

Cana de azdcar, Brasil

Cavalante y Dobereiner, 1988
Caballero-Mellado et al., 1995

PRC1 Pennisetum purpureum, Brasil
CFNCf52, UAPCf53 Cafeto, México

UAPAC10 Pifa, México

4-02, 1-05 Cana de azdcar, Cuba

Jiménez-Salgado et al., 1997
Tapia-Hernandez et al., 2000
Rojas, 2005

Determinacion de la influencia
de la fijacién de nitrégeno

en la produccion de auxinas

Se midi6 la produccién de AIA por las
cepas PAI5 (ATCC 49037) y 4-02 en el tiempo
(24, 48,72 y 96 horas) a partir de lo cual se se-
lecciono el tiempo y las condiciones adecuadas
para determinar la produccion de esta auxina
por todas las cepas en estudio. Se utilizé medio
LGI-P liquido con las siguientes variantes en
cuanto a las condiciones de nitrofijacion y la
presencia de triptofano.

* 0,132 gL' de NH4)> SO4y 100 pug. mL"
de Trp

* 0,132 gL'" de (NH4)2 SO4 y sin adicion
de Trp

* 2gL" de (NH4): SO4y 100 pug. mL" de
Trp

¢ 2 gI.! de (NH4), SOsy sin adicion de
Trp

Después del periodo de incubacién in-
dicado se centrifugaron los cultivos a 5000

rpm a durante 10 min. A los sobrenadan-
tes se les adicioné el reactivo de Salkowski
(Sawar et al., 1992) en una relacion 1:1. La
mezcla se incubé durante 30 min en la oscu-
ridad, y luego se midi6 la absorbancia a 530
nM en un espectrofotémetro. Previamente
se realiz6 una curva patrén empleando so-
luciones de 5, 10, 15, 20, 40, 60, y 80 pgmL™"
de AIA sintético.

Determinacion de la produccion
de auxinas de las 8 cepas
en estudio

Se sembraron tubos con 5 ml. de medio
al 5% con los preindculos preparados de cada
una de las cepas en estudio y se incubaron a
30 °C en condiciones de agitacién en zaran-
da. Para la determinacién de la producciéon de
auxinas se siguié la metodologia previamente
descrita y se tuvieron en cuenta las condicio-
nes seleccionadas en el experimento anterior
respecto a las condiciones de nitrofijacién, la
presencia de Trp y el tiempo. Todos los expeti-
mentos se realizaron por triplicado.
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Determinacion de la influencia de
aminodcidos y hormonas
en la fijacion de nitrégeno

Para este experimento se utilizo la cepa
4-02 de G. diazotrophicus. Partiendo de una sus-
pensién de células microbianas ajustada a la
concentracion 10° ufc correspondiente al tubo
0,5 de 1a escala de Mc Farland (NCCLS, 1993),
se inocularon frascos de 10 ml que contenfan
5 ml de medio LGI-P semisélido suplementa-
do con AIA y 4cido giberélico por separado a
las concentraciones de 0,025; 0,25y 2,5 mg/ly
se incubaron 5 repeticiones por concentracion
por microorganismo a 30° C durante 48 horas.
Luego se les extrajo el 12% del aire con jerin-
guillas y se les inyecté esa misma cantidad de
acetileno, se incubaron durante 96 horas y se
midi6 la reduccién del acetileno a etileno en un
cromatografo de gases por ionizacion de lla-
mas acoplado a una computadora con el pro-
grama Biocrom mediante el cual se procesaron
los resultados.

Andlisis biométricos

Para los analisis biométricos se realizaron
pruebas de normalidad y homogeneidad de va-
rianza a todas las variables de los experimentos
y después del Anova se aplico el método SNK
paramétrico o no paramétrico segin el caso,
utilizando el programa Statistica para Window
version 6.0.

Resultados y discusién

Influencia de la fijacion
de nitrdgeno en la produccion
de auxinas

En las dltimas décadas se ha observa-
do que las asociaciones entre los procariotas
y las plantas son de gran importancia para la
agricultura como herramienta para mejorar el
rendimiento de los cultivos y la preservacion
del medioambiente, lo que se complementa
con la reduccién de los riesgos por el uso de
fertilizantes quimicos (Pedraza, 2008). G. diazo-

trophicus-cafia de azucar representa un sistema
modelo de la asociacién entre los diazotrofos
y las monocotiledéneas, pero aun no se ha en-
tendido totalmente dicha interaccién.

Momose et al. (2009) detectaron fijacién
de nitrégeno en tallos de plantas jovenes de
cafia de azicar y sugieren que esto se debe a
la actividad de endofitos como G. diazotrophicus
que se han descrito previamente en esa misma
variedad (Asis et al., 2000).

G. diazotrophicus también produce el aci-
do 3 indolacético (AIA), auxina natural de gran
importancia y significativa actividad biolégica
(Arshad y Frankerberger, 1998; Velazquez et
al,, 1999). Teniendo en cuenta estos aspectos,
deberfa ser analizada y bien entendida la rela-
cién entre la FBN y produccién de AIA para
aplicar esta bacteria promotora de crecimiento
vegetal (PGPB) de la manera mas eficaz en la
agricultura sostenible.

El triptéfano (Trp) es un aminoacido
esencial que sirve como precursor fisiologi-
co para la biosintesis de auxinas en plantas y
microorganismos. Muchos investigadores han
informado un incremento en la biosintesis de
auxinas en suelos rizosféricos suplementados
con Trp (Frankenberger y Poth, 1987). En este
experimento se determiné cémo se afecta la
producciéon de AIA in vitro por la presencia de
Trp como inductor y las condiciones de nitrofi-
jacion, lo cual se puede observar en la figura 1.

En este experimento se demostrd que en
las dos variantes de concentracién de nitrége-
no en el medio de cultivo las cepas 4-02 y PAI5
producen auxinas en presencia de Trp desde el
primer dia de crecimiento y de manera incre-
mentada durante un periodo de 96 horas. Por el
contrario, la produccion de auxinas en ausencia
de Trp fue nula, independientemente de si exis-
ti6 suplemento de nitrégeno o no. Teniendo en
cuenta este resultado se podrfa asumir que la
via principal de biosintesis de AIA en G. diazo-
trophicus es dependiente de la presencia de Trp.
Resultados contrastantes fueron obtenidos por
Rojas (2005), quien empleé el medio SYP para
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Figura 1. Produccion de auxinas de G. diazotrophicus (A: PA15 (ATCC 49037) y B: 4-02) en presencia de Trp,
en condiciones de nitrofijacién y no nitrofijacién. Las letras no comunes indican diferencias significativas

(p<0,05). Las barras indican la desviacion estandar de la media de 3 repeticiones.

la cuantificacion del AIA para las mismas ce-
pas de G. diazotrophicus. En este caso la bacteria
produjo las hormonas en ausencia de Trp afa-
dido, pero no escapa su presencia en el medio
con extracto de levadura, la cual es una fuente
de aminoacidos.

Se han descrito 3 vias fundamentales para
la produccién de AIA para las plantas y los
microorganismos las cuales son dependientes
de triptéfano (Normanly y Bartel, 1999). Evi-
dentemente G. diazotrophicus debe utilizar una
de ellas, segiin se muestra en los experimentos
realizados.

De acuerdo con los resultados obtenidos
para las cepas PAl 5y 402 se decidi6 realizar
el estudio de produccion de AIA en condicio-
nes de nitrofijacion para todas las cepas (no se
realizé este ensayo sin nitrofijacion debido a
que no existieron diferencias significativas en
la produccién de AIA bajo las dos variantes
de nitrofijacién). Se seleccionaron las 96 horas
como el tiempo 6ptimo de produccion para to-
das las cepas del estudio debido a que existi6
diferencia significativa entre las concentracio-
nes de AIA producidas entre 72 y 96 h en con-
diciones de nitrofijacién por la cepa PAI5, que
es la cepa tipo de la especie.

Los resultados expresados en la figura 2
indican que todas las cepas de G. diazotropheus
del estudio son productoras de auxinas. El ran-
go de concentraciones vari6 desde 9,25 pgmlI.”
hasta 32,14 pgmL', donde UAPCf 53 fue el
menor productor y CENCf 52 el mayor. La pro-

duccién de ATA se comporta para las diferentes
cepas en orden decreciente como se sefiala a
continuacion: CENCf 52, Pal 3, UAPAc10, 4-02,
PRC 1, 1-05, Pal 5 y UAPCS 53, existiendo di-
ferencias estadisticamente significativas entre
ellas, segtin lo mostrado en la figura 2.

Los valores de auxinas obtenidos son
comparables con los de otras bacterias como
Agzospirillum y Agotobacter segin lo probado por
Fuentes-Ramirez et al. (1993). Igualmente, si
comparamos la produccién de la hormona con
otros nitrofijadores como Azgospirillum y Herbas-
pirillum se encuentran en el mismo rango, pero
siempre mayores que este tltimo género (Rives,
2006).

Influencia de aminodcidos
y hormonas en la fijacion
de nitrdgeno

Cuando se afiaden aminoacidos al medio
de cultivo se evidencia una inhibiciéon parcial
de la actividad enzimatica (figura 3). Resultados
similares se encontraron con las cepas PAl 3 y
la PAl 5 con otros aminodacidos (Stephan et 4l.,
1991; Reis y Dobereiner, 1998), aunque estos
autores demostraron que la inhibicién frente a
los aminoacidos depende de la concentracion
de sacarosa en el medio de cultivo y de la cepa
en cuestion, como se puede apreciar para la as-
paragina, que inhibe totalmente la actividad de
la nitrogenasa en la cepa PAIS5, lo que no ocurre
con las cepas 4-02 y 1-05. Se ha comprobado
que todas las cepas tienen buen crecimiento en
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Figura 2. Auxinas producidas por cepas de G. diazotrophicus a las 96 h de cultivo en medio LGI-P con

triptéfano en condiciones de nitrofijacion. Las letras no comunes indican diferencias significativas (p<0,05).

Las barras indican la desviacion estandar de la media de 3 repeticiones.
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Figura 3. Actividad nitrogenasa de cepas de G. diazotrophicus (PA1 5, 4-02 y 1-05) en medio LGI con (NHs)2SOs,
asparagina, triptéfano y arginina como fuentes de nitrégeno y sin nitrégeno a las 48 horas. Medias de 3

repeticiones. Letras no comunes indican diferencias significativas para p<0,05 para cada una de las cepas.

presencia de estos y otros aminoacidos, siendo
mayor estadisticamente con la asparagina (Ro-
driguez et al., 2002, Tejera et al., 2004).

Tejera et al. (2004) detectaron la presencia
de varios aminoacidos y amonio en la savia de
la cafia de azucar, siendo las concentraciones
de amonio tanto en el fluido apoplastico como
en el simplastico mucho menores que las de
los aminoacidos. Esto favoreceria la fijacion
de nitrégeno por esta bacteria, si se tienen en
cuenta los resultados obtenidos respecto a la
inhibicién de la actividad nitrogenasa por estos
compuestos del nitrégeno y pudiera tener im-
portancia en la interaccion planta-bacteria en
sentido general, ya que se ha comprobado que

la presencia de triptéfano estimula la produc-
cién de auxinas (Khalid et al., 2001).

Muchos autores han abordado la in-
fluencia que pueden ejercer las fitohormonas
producidas por los microorganismos sobre
las plantas, pero son muy pocos los estudios
realizados donde se analice la interaccion en-
dofito-planta en sentido contrario, respecto a
la presencia de estimuladores del crecimiento
vegetal.

En este trabajo se prob¢ la capacidad de
G. diazgotrophicus para fijar nitrégeno en presen-
cia de varias concentraciones de auxinas (AIA) y
giberelinas (acido giberélico, GA). La cepa 4-02
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fija mayor cantidad de nitrogeno atmostérico
en presencia de 0,025 mg/L de ATIA, respecto
a las otras concentraciones ensayadas, aunque
la fijacién es menor que en el medio donde no
hay presencia de esta hormona (figura 4). Res-
pecto a la presencia de giberelina, las mayores
tasas de fijacién de nitrégeno se obtienen cuan-
do estd presente esta hormona al 0,025 mg/L,
la menor concentracién ensayada.

Pudiera ser que para la fijacion de nitroge-
no esta cepa necesitara niveles menores de con-
centracién de la fitohormona ya que se puede
observar que la fijacién de nitréogeno aumen-
ta al disminuir tanto la concentraciéon de AIA
como la de GA, pero en el caso de esta tltima
con la menor concentracion utilizada hay una
mayor actividad de la nitrogenasa (figura 4).

Los resultados son contrarios a los repor-
tados por Christiansen-Weniger (1988) para
Agzospirillum brasilense, donde se muestra que el
AIA a concentracion de 2,5 mg. " incrementa
la fijacién de nitrégeno y el GA a bajas concen-
traciones (0,025 mg.I.") inhibe esta capacidad.

No esté claro como las sustancias del cre-
cimiento de la planta pueden interactuar con la
actividad nitrogenasa de los microorganismos,
pudiera ser un efecto realmente hormonal,
comparable con el que estas sustancias realizan
en la regulacion de la fisiologia de la planta.

Todas estas diferencias pudieran deberse
a que la cepa de Azospirillum brasilense estudiada
por estos autores se aislé de la rizosfera y la

utilizada en nuestro experimento proviene del
interior de las plantas. Ademas, es obvio que las
auxinas y giberelinas producidas por el propio
microorganismo pueden estar involucradas en
la fisiologfa de la bacteria.

La medida de fijacién de nitrégeno como
actividad de reduccién del acetileno por mg de
proteina de 11 cepas de G. diazotrophicus a las
96 h (tiempo seleccionado con base en la curva
patron realizada) se muestra en la figura 5.

Estos resultados se corresponden con los
encontrados por Lee et al. (2002), quienes se-
fialan que tanto la fijaciéon de nitrégeno como
la produccién de acido 3 indolacético pudieran
contribuir a la promocién del crecimiento de
la planta.

El estudio de la ecologia de la interac-
cion entre los endoéfitos y las plantas es de gran
importancia. La influencia de los diferentes
componentes de la planta en la seleccién y el
desarrollo de la comunidad microbiana en-
dofita es fundamental, teniendo en cuenta las
perspectivas de utilizacion de estos microot-
ganismos en el mejoramiento de los cultivos
agricolas.

Conclusiones

Se corroboré que las cepas de G. diazo-
trophicus producen hormonas estimuladoras del
crecimiento vegetal del tipo de las auxinas y fi-
jan nitrégeno atmosférico.
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Figura 4: Influencia del acido 3-indolacético y el acido giberélico en la actividad nitrogenasa

de Gluconacetobacter diazotrophicus 4-02. Las letras no comunes para cada hormona indican

diferencias significativas (p<0,05). Media de 3 repeticiones.
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Figura 5. Actividad nitrogenasa como actividad de reduccion del acetileno de cepas de G. diazotrophicus

en medio LGI-P sin nitrégeno. Letras no comunes indican diferencias significativas
en la prueba SNK paramétrica para p<0,05.

El acido indolacético asi como el triptofa-
no inhiben parcialmente la actividad nitrogena-
sa de la especie G. diazgotrophicus.

Las condiciones de nitrofijacién no influ-
yen notablemente en la produccién de auxinas
por esta bacteria, para lo cual hace falta suple-
mento del precursor triptéfano.
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