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A finales de la década de los
ochenta fue aislada de] tejido de rai-
ces y tallos de cafa de aziicar una
nueva bacteria dcido tolerante
fijadora de nitrégeno clasificada
como Acetobacter digzotrophicus
La influencia de esta bacteria debe
ser estudiada desde las primeras eta-
pas del desarrollo de la planta v las
técnicas de cultivo in vitro facilitan
estos estudios, adernés de garantizar
que las plntulas obtenidas bajo es-
tas condiciones estén libres de
patégenos? y sean genotipicamente
idénticas a la planita madre.

Estfe microorganismo ha sido ais-
lado en un gran nimero de varieda-
des de cafia de aziGcar en paises como
Brasil, México, Cuba, Australia y Ar-
gentina !

La fijacién de nitrégeno por
Acetobacter diazotrophicus puede
alcanzar hasta 1 530 nmol de CH,-
h'- mg!? sin embargo, esta reduc-
cion de acetileno no resulta de la
misma magnitud en todas las varie-
dades de cana de azlicar estudiadas.
Otra caracteristica importante de la
bacteria es la no presencia de la en-
zima nhitrato reductass, lo cual le da
una gran importancia y relevancia
tanto en el ambito ecoldgico como
agrondmico, pues ha permitido ex-
plicar la elevada fijacién de nitrége-
no y adecuada complementacién
planta microocrganismo cuando se
fertiliza con nitrégenc mineral

Los fijadores de nitrégeno que se
relacionan con la cafia de aztcar re-

visten una gran importancia, espe-
cialmente aquellos que como
Acetobacter diazotrophicus viven
dentro delaplanta,'* porlo que este
trabajo se propuso cuantificar el mi-
mero de estas bacterias en diferen-
tes variedades cana de aztear, asi
como determinar su presencia en
meristemos apicales de este cultivo.

Primeramente fueron evaluadas
13 variedades de cafa de aztcar del
Bance de Semillas Bésicas de Nue-
va Paz, La Habana, después fueron
analizadas tres variedades en Areas
de produccién de Murgas (Cormnpile-
Jjo Agroindustrial “Martinez Prieto”),
Ciudad de La Habana y finalmente,
la variedad Ja60-5, Area experimen-
tal del Complejo Agroindustrial
“Espartaco”, Cienfuegos. Las deter-
minaciones se realizaron por el Mé-
todo del Numero Mas Probable
(NMP) a partir del macerado de los
fragmentos centrales del tallo en
una disolucién de sacarosa 5% para
formar diluciones seriadas que fue-
ron sembradas empleando el medio
LGI-P semisslido sin nitrégeno,! con
suplemento de jugo de catay el mis-
mo medio sélido con extracto de le-
vadura para comprobacién y purifi-
cacién de los aislamientos.

La presencia de Acetobacter
diazotrophicus en meristemos api-
cales fue evaluada en la variedad
J260-5, a través de dos experimen-
tos. Los meristemos fueron extrai-
dos de forma aséptica en el gabine-
te de seguridad.

E} primer experimento conside-

rd meristemos pequeios:

m con tratamiento térmico v sem-
brados enteros (PCE).

= con tratamiento {érmico y mace-
rados (PCMD.

= siniratarniento térmico y sembra-
dos enteros (PSE).

x sin tratamiento térmico v mace-
rados (PSM).

s con tratamiento térmico ¥ mace-
rados (GSM).

¥ un sexto experimento de meriste-

mos grandes con tratamiento térmi-

ca y sembrados enteros {(GSE).
El tamano de los meristermnos pe-

quefios oscilé entre 2 y 3 mm, los

grandes entre 4 ¥ 5 mm . El trata-
miento térmico consistié en sumer-
gir los meristemos en agua estéril a
52 °C, se sembraron 10 réplicas por
tratamiento en el medio LGI-P
semisélido, el control positivo fuela
cepa PAL 5 {ATCC 49037) de Aceto-
bacter diazotrophicus procedente de
Brasil y el negativo el medio sin inocu-
lar, el material fue incubado a 30 °C
porlidd.

El segundo experimento se rea-
lizé con el objetivo de verificar la
presencia del microorganismo en los
tallos correspondientes a los meris-
temos de una misma planta, la siem-
bra de los tallos se efectué con frag-
menftos de tejido vegetal en el me-
dio LGI-P semisélido con 10 réplicas
para cada tratamiento y se incubt a
30°C ¥ considerd meristermos peque-
fios sin tratamiento térmico y:
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» sembrados enteros (PSE).
a &in tratamiento térmico y mace-
rados (PSM),

Serealizé ademnas. la caracteriza-
cifn morfofisiolégica de las dos ce-
pas aisladas (PR8 v 166) en compa-
racion; con la cepa patron PALS. Los
resuitados de ese proceso fueron
controntados con las especificacio-
ries de! Manual de Identificacidén de
bucterias Bergey s

La capacidad dinitrofijadora de
las cepas se evalud por la téenica de
reduccion del acetileno (ARA)Y M en
el medio LGI-P semizdlido, las
muestras se analizaron por croma-
tografia gaseosa con los parametros
de corrida siguientes: columna de
vidrio (2.7 a 4.0 mm); matriz de co-
‘umna porapack N20-100 mallas,
temperatura inyector 100 °C, colum-
na 80 °C, detector de llama 150 °C,
flujo de nitrdégenoe (gas portador)
30 ml. - min?, hidrégeno (combustible)
320 mL min’! yaire 32,5 mL - mint.

Los resultados de los conteos
TMOSraron que para todas las varie-
dades encuesladas, en aigan mo-
mento fue detectado el crecimicento
tipico de la bacteria (Tabla 1), consi-
derdndose comao resultado positivo
en el medio LGI-P semisoélido el cre-
cimiento en forrna de pelicula ama-
nillo—naranja, con una decoloracién
del medie, los crecimientos dudosos
fueron sernbrados en placas de agar
s6lido, donde el crecimiento fipico s¢
observa como colonias peguehas de
color naranja.

El valor més elevado enconirado
fue para la variedad Ja80-5, con titu-
ws de bacterias que van desde 4,75 -
107 hasta 4,5 - 10* células - mL*. Los
resultados oblenidos estan en el in-
tervalo de los reportados en cana de
az(car por Dobereiner 1.,' con valo-
res que abarcan diluciones desde 10*
hasta 107 tanto para las raices, zo-
nas picales, la base de los {allos
y hojas, as{ como en la paja de
cana.

No se encontrd crecimiento tipi-
co del microorganismo en los meris-
termosg para ninguna de las variantes
estudiadas en el primer experimen-
t0. y aungue fue observado un cam-
bio del medio en los tratarmientos
macerados sin tratamiento térmico
{PEM y GSM), esto se debe a la pre-
sencia de fenoles provenientes del
tejido vegetal. La siembra en placa
de los tubos dudosos mostrd idénti-
cos resultados negativos. En un ex-
perimento realizadeo por Sevillaet al.
en vitroplantulas de cana de azicar,
e) Acetobacter diazotrophicus no fue
aislado en las plantulas empleadas
como ¢ontrol.i®

En el segundo experimento exis-
tieron dudas en la mayoria de los
€as0s y se observd una ligera deco-
loracion del medio, gque se hizo mas
evidente a los 10 4 de incubacién.
todos los frascos fueron sembrados
en el medio LGI-P semisdlido, con-
firmandose el creciriento iipico de
la bacteria en siete tubos gue corres-
pondian a los tallos de los meriste-
mos macerados y en ¢inco de los en-
teros, lo cual demuestra gque adn
existiendo la bacteria en el tallo, esta
no se desarrolla en el meristemo
apical, permitiendo el uso de plan-
tas micropropagadas in vitro para es-
tudios en este microorganismo. Las
pléntulas micropropagadas obteni-
das por cultivo de merislemos han
sido utilizadas por sus condiciones
de esterilidad, en esiudios de inocu-
lacion de Acetobacter diazotrophicus
en cana de azdcar,>® arroz!” v bonia-
to.

Las cepas estudiadas mostraron
un comportamiento igual a ia patrén
PAL S (Tabla 2). Resultados sirmnilares
también han sido reportados anterior
mente por otros autores.? ="

La capacidad dinitrofijadora de
las cepas evaluadas resultd superior a
la de la patrén ¥ sumagnitud (18 nmeol
de C,H, vial' - ha'}fue coincidente
con la reportada por James et al."®

CONCLUSIONES

La presencia de Acetobacter
digzotrophicus en lag variedades de

cana de azGcar evaluadas restlta
superior a 10% células - {gramo de te-
jido vegetal) .

No se detectd crecimiento de la
bacteria en ninguno de los meriste-
mos correspondientes a las varian-
tes estudiadas, a pesar de haberse
encontrado en el 60 % de jos wallos
estudiados.

Fueron caracterizadas dos cepas
autécionas de esa bacteria cuya ubi-
cacién dentro del género y especie
Acetobacter diazotrophicus fue con-
venientemente confirmada .

Es recomendable emplear para
los estudios in witro plintulas obte-
nidas a pariir de meristomos peque-
flos, sin necesidad de realizar trata-
miento térmico.
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Tabla 1. Resuitados del nimero de células de Acetobacter diazotraphicus pre-

sentes en las diferentes variedades.

Lagar Variedades NMP
Banco de Semilla Bésica "Nueva Paz”, La Habana. C87-51 150
CT57-75 22
J64-18 0,35
C266-70 08
32368 02
C204-70 0,2
Ci20-78 0,15
CP52-43 07
B77-418 4,75
C568-65 08
BE3-118 0.75
C374-72 12
Jag
Complejo m;ﬁdMI “Martinez Prieto”,
Ciudad de La Habana. C87-51 0.0
C120-78 0,0
Jag0-5 450
Complejo Agroindustrial “Espartaco”, Clenfuegos. Ja80-5 450,0

NMP Nimero de células - 10%- {gramos de tejido vegetaly!.
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Tabla 2. Resultados de la caracterizacion morfofisiolégica y de la evaluacion por ARA de las cepas PRE v 1686 aisladas en
tallos de cana de aziicar en cornparacion con la patron PAL 5 (ATCC 48037) de Acetobacter digzotrophicus,

Prueba

Cepa

PALS

PR3

166

Crecimiento en medio LGI-P semisalido

Amaridlo-naranja

en la superficie del medio
¥ decoloracidn

de amarillo a blanco.

Amarilie-naranja
en la superficie del medio en la superficie del medio
y decoloracion
de amarillo a blanco

Amarillo-naranja

¥y decoloracidon
de amarille a blanco

Morfologia celular

Bastonceillos cortos
CON exiremncs
redondeados, simples,
dobles ¢ formando

Bastoncilios cortos
£0on eXtTemGs
redondeados, simples,
dobles o formando

Bastoncilios cortos
con extremos
redondeados, sitnples,
dobles o formando

cadenas. cadenas. cadenas.
Colonias pequefias Colonias pequehas Colonias pequehas
Crecimiento en medio LGI-F semisdlido anaranjadas anaranjadas anaranjadas

v decoloracién del medio.

y decoloracion del medio. y decoloracidn del medio.
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concepts of plant-bacieria interac-
tion. Endophitic N, bacteria. Ciencia
¢ Cultura {Journal of the Brazilian

Gram - _ _

Catalasa + + +

Hidrolisis del almidén - - -

Hidrélisis de ia gelatina - _

Redox de glucosa +

Redox de etanol +

Produceién de icido a partir de glucosa - - -

Produccion de pigmento en medio GYC. + + +

Colonias carmelitas en medio Papa-P + + +
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