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A finales de la década de los
ochenta fue aislada del tejido de raí-
ces y tallos de caña de azúcar una
nueva bacteria ácido tolerante
fijadora de nitrógeno clasificada
como Acetobacter diazotrophicus .l
La influencia de esta bacteria debe
ser estudiada desde las primeras eta-
pas del desarrollo de la planta y las
técnicas de cultivo in vitro facilitan
estos estudios, además de garantizar
que las plántulas obtenidas bajo es-
tas condiciones estén libres de
patógenos 2 y sean genotípicamente
idénticas a la planta madre.

Este microorganismo ha sido ais-
lado en un gran número de varieda-
des de caña de azúcar en países como
Brasil, México, Cuba, Australia y Ar-
gentina .l .3-7

La fijación de nitrógeno por
Acetobacter diazotrophicus puede
alcanzar hasta 1 530 nmol de C2H4
hrl • mg- ',8 sin embargo, esta reduc-
ción de acetileno no resulta de la
misma magnitud en todas las varie-
dades de caña de azúcar estudiadas .
Otra característica importante de la
bacteria es la no presencia de la en-
zima nitrato reductasa, lo cual le da
una gran importancia y relevancia
tanto en el ámbito ecológico como
agronómico, pues ha permitido ex-
plicar la elevada fijación de nitróge-
no y adecuada complementación
planta microorganismo cuando se
fertiliza con nitrógeno mineral .'

Los fijadores de nitrógeno que se
relacionan con la caña de azúcar re-
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visten una gran importancia, espe-
cialmente aquellos que como
Acetobacter diazotrophicus viven
dentro de la planta,' 10 por lo que este
trabajo se propuso cuantificar el nú-
mero de estas bacterias en diferen-
tes variedades caña de azúcar, así
como determinar su presencia en
meristemos apicales de este cultivo .

Primeramente fueron evaluadas
13 variedades de caña de azúcar del
Banco de Semillas Básicas de Nue-
va Paz, La Habana, después fueron
analizadas tres variedades en Areas
de producción de Murgas (Comple-
jo Agroindustrial "Martínez 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 Número Más Probable
(NMP) a partir del macerado de los
fragmentos centrales del tallo en
una disolución de sacarosa 5 % para
formar diluciones seriadas que fue-
ron sembradas empleando el medio
LGI-P semisólido sin nitrógeno,' con
suplemento de jugo de caña y el mis-
mo medio sólido con extracto de le-
vadura para comprobación y purifi-
cación de los aislamientos .

La presencia de Acetobacter
diazotrophicus en meristemos api-
cales fue evaluada en la variedad
Ja60-5, a través de dos experimen-
tos. Los meristemos fueron extraí-
dos de forma aséptica en el gabine-
te de seguridad .
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El primer experimento conside-
ró meristemos pequeños :
•

	

con tratamiento térmico y sem-
brados enteros (PCE) .

∎ con tratamiento térmico y mace-
rados (PCM) .

•

	

sin tratamiento térmico y sembra-
dos enteros (PSE) .

•

	

sin tratamiento térmico y mace-
rados (PSM) .

•

	

con tratamiento térmico y mace-
rados (GSM).

y un sexto experimento de meriste-
mos grandes con tratamiento térmi-
co y sembrados enteros (GSE) .

El tamaño de los meristemos pe-
queños osciló entre 2 y 3 mm, los
grandes entre 4 y 5 mm . El trata-
miento térmico consistió en sumer-
gir los meristemos en agua estéril a
52 °C, se sembraron 10 réplicas por
tratamiento en el medio LGI-P
semisólido, el control positivo fue la
cepa PAL 5 (ATCC 49037) de Aceto-
bacter diazotrophicus procedente de
Brasil y el negativo el medio sininocu-
lar, el material fue incubado a 30 °C
por 10 d .

El segundo experimento se rea-
lizó 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 efectuó con frag-
mentos de tejido vegetal en el me-
dio LGI-P semisólido con 10 réplicas
para cada tratamiento y se incubó a
30 °C y consideró meristemos peque-
ños sin tratamiento térmico y :
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•

	

sembrados enteros (PSE) .
•

	

sin tratamiento térmico y mace-
rados (PSM) .
Se realizó además . l a caracteriza-

ción morfofisiológica de las dos ce-
pas aisladas (PR8 y 166) en compa-
ración con la cepa patrón PALS . Los
resultados de ese proceso fueron
confrontados con las especificacio-
nes del Manual de Identificación de
bacterias Bergey's .' 2

La capacidad dinitrofijadora de
las cepas se evaluó por la técnica de
reducción del acetileno (ARA) 13" 4 en
el medio LGI-P semisólido, las
muestras se analizaron por croma-
tografía gaseosa con los parámetros
de corrida siguientes : columna de
vidrio (2,7 a 4,0 mm) ; matriz de co-
lumna porapack N80-100 mallas,
temperatura inyector 100 °C, colum-
na 90 °C, detector de llama 150 °C,
flujo de nitrógeno (gas portador)
30 mL - min-1 , hidrógeno (combustible)
32,5 mL - min-' y aire 32,5 mL • min-1 .

Los resultados de los conteos
mostraron que para todas las varie-
dades encuestadas, en algún mo-
mento fue detectado el crecimiento
típico del a bacteria (Tabla 1), consi-
derándose como resultado positivo
en el medio LGI-P semisólido el cre-
cimi ento en forma de película ama-
rillo-naranja, con una decoloración
del medio, los crecimientos dudosos
fueron sembrados en placas de agar
sólido, donde el crecimiento típico se
observa como colonias pequeñas de
color naranja .

El valor más elevado encontrado
fue para la variedad Ja60-5, con títu-
los de bacterias_ que van desde 4,75
10'' hasta 4,5 • 10} células • mL-1 . Los
resultados obtenidos están en el in-
tervalo de los reportados en caña de
azúcar por Dobereiner J.," con valo-
res que abarcan diluciones desde 10 3
hasta 10' tanto para las raíces, zo-
nas ápicales, la base de los tallos
y hojas, así como en la paja de
caña .

No se encontró crecimiento típi-
co del microorganismo en los meris-
temos para ninguna de las variantes
estudiadas en el primer experimen-
to, y aunque fue observado un cam-
bio del medio en los tratamientos
macerados sin tratamiento térmico
(PSM y GSM), esto se debe a la pre-
sencia de fenoles provenientes del
tejido vegetal . La siembra en placa
de los tubos dudosos mostró idénti-
cos resultados negativos . En un ex-
perimento realizado por Sevilla et al .
en vitroplántulas de caña de azúcar,
elAcetobacter diazotrophicus no fue
aislado en las plántulas empleadas
como control . 'E

En el segundo experimento exis-
tieron dudas en la mayoría de los
casos y se observó una ligera deco-
loración del medio, que se hizo más
evidente a los 10 d de incubación,
todos los frascos fueron sembrados
en el medio LGI-P semisólido, con-
firmándose el crecimiento típico de
la bacteria en siete tubos que corres-
pondían a los tallos de los meriste-
mos macerados y en cinco de los en-
teros, lo cual demuestra que aún
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
plántulas micropropagadas obteni-
das por cultivo de meristemos han
sido utilizadas por sus condiciones
de esterilidad, en estudios de inocu-
lación de Acetobacter diazotrophicus
en caña de azúcar,'-'$ arroz" y bonia-
to . 18

Las cepas estudiadas mostraron
un comportamiento igual a la patrón
PAL 5 (Tabla 2) . Resultados similares
también han sido reportados anterior-
mente por otros autores . 3,4'°

La capacidad dinitrofijadora de
las cepas evaluadas resultó superior a
la de la patrón y su magnitud (10 2nmol
de C2H4 • vial- ' • ha-1 ) fue coincidente
con la reportada por James et al ."

CONCLUSIONES
La presencia de Acetobacter

diazotrophicus en las variedades de

Tabla 1 . Resultados del número de células de Acetobacter diazotrophicus pre-
sentes en las diferentes variedades .

caña de azúcar evaluadas resulta
superior a 10 2 células • (gramo de te-
jido vegetal)- ' .

No se detectó 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 los fallos
estudiados .

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

Es recomendable emplear pa-a
los estudios in vitro plántulas obte-
nidas a partir de meristemos peque-
ños, sin necesidad de realizar trata-
miento térmico .
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