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Palabras clave: RESUMEN

bacterias benéficas  La bacteria Gluconacetobacter diazotrophicus es una endoéfito natural de varios cultivos, entre ellos la cafia de azucar, la
cual fue descubierta y aislada en Brasil en la década de los 80 del pasado siglo a partir de raiz, tallo y hojas. Por su
caracter de endofito beneficioso (fijador de nitrogeno, productor de hormonas de crecimiento, solubilizacion de fosforo
y potencial control biolégico) ha sido arduamente estudiada. Debido a su caracter sistémico, en este trabajo se considerd
la posible ocurrencia natural de la bacteria en la semilla botanica. Con este objetivo se extrajeron los acidos nucleicos
totales de semillas procedentes de 14 cruces del Centro Nacional de Hibridacion de Sancti Spiritus. Se comprobo la
calidad del ADN extraido y se sometido a amplificacion por PCR (siglas en inglés) del gen 23S ARNr mediante
cebadores especificos. No se obtuvieron bandas de amplificacion del segmento de ADN deseado, lo que indico la

ausencia de la bacteria en las muestras de semillas estudiadas.

Saccharum spp.
semilla original

Keywords: ABSTRACT

Gluconacetobacter diazotrophicus is a natural endophyte of several crops, among them sugarcane, from which it was
discovered in Brazil in the decade of 1980, isolated from roots, stems and leaves. Because of its beneficial
characteristics: nitrogen fixing, phytohormones producer, phosphorus solubilization and potential biological control, has
been deeply investigated. Regarding its systemic character, this work considered its possible natural occurrence in the
botanical seed of sugarcane. To accomplish this, total nucleic acids were extracted from seeds obtained from 14 crosses
supplied by the National Hybridization Center of Sancti Spiritus. DNA from the total nucleic acids extracted was
submitted to 23S RNAr gene PCR amplification by means of specific primers. The expected amplified DNA bands
were not obtained indicating the absence of this bacterium in the samples analyzed.

Beneficial Bacteria
Saccharum spp.
Original Seed

INTRODUCCION

La cafia de azdcar es la mayor fuente de azlcar en el
mundo, actualmente es un cultivo hibrido como resultado de
especies del género
Saccharum. La semilla botanica se produce como resultado

cruces entre seis diferentes
de la polinizacion de las flores de cafia de azicar, es muy
pequena, menos de 1 mm de largo y se forma en las
inflorescencias plumosas en los extremos de los tallos. Cada

semilla tiene una cubierta de pelillos sedosos que permiten
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atrapar el aire para permitir su dispersion. Las especies
parentales de esta planta producen abundantes semillas pero
muchos cultivares son mayormente estériles y éstas no se
utilizan en el establecimiento de plantaciones comerciales ya
que no producen individuos iguales a sus padres, en su lugar,
son utilizadas en el proceso de hibridacion para la busqueda
de genotipos sobresalientes que se adapten satisfactoriamente
a los diversos ambientes productivos, mediante la
identificacion 'y aplicacion de nuevas y mejores
combinaciones hibridas, lo que constituye la parte esencial de
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la labor de mejora genética de la cafia de azticar (Chaves-
Solera, 2016).

Existen pocos estudios sobre microbiota acompafante de
la semilla botanica de cafia de azucar, informandose una
gran cantidad de patdgenos que afectan la germinacion y
desarrollo de las posturas, constituyendo causa de
problemas en el proceso de mejoramiento genético segiin
Hernandez-Medina & Heredia (1997), sin embargo, no
existen informes sobre endofitos beneficiosos asociados a
esta semilla.

En el caso de los cultivos no leguminosos como la cafia
de azlcar, los estudios sobre endofitos fijadores de
dinitrégeno atmosférico han tomado un gran impulso
principalmente sobre la base de las potencialidades de
bacterias como Gluconacetobacter diazotrophicus, la cual,
debido a sus caracteristicas ha sido ampliamente estudiada
hasta llegarse a la secuenciacion total de su genoma segiin
Hearlache et al. (2000) y constituir un microorganismo base
de diferentes productos biofertilizantes desarrollados a nivel
mundial y en Cuba como el bioproducto+ el ICIBIOP-GLU,
fruto de la colaboracién estas investigaciones entre el
INICA y el ICIDCA (Gonzilez et al., 2020). La
confirmacion de esta hipdtesis coadyuvaria a un mejor
desarrollo de las posturas que se incorporan al largo proceso
de obtencion de futuras variedades comerciales (INICA,
2011).

El objetivo de este trabajo, por tanto, se centrd en detectar
la presencia natural de esta bacteria benéfica en la semilla
boténica, aspecto sobre el cual no existen trabajos previos
publicados a nivel mundial.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron muestras de semilla botanica procedentes
de 14 cruces obtenidos en el Centro Nacional de
Hibridacion de Sancti Spiritus que se relacionan a
continuacion (Tabla 1).

Las muestras previamente conservadas en refrigeracion a
4°Celsios, fueron minuciosamente despojadas de las pelusas
acompafiantes y de las mintsculas semillas se tomaron
500 mg de cada cruce, colocandose las mismas en tubos
estériles de 1.5 mL con tres balines de vidrio para
maceracion en equipo Fast-Prep (MP Biomedicals LLC,
Santa Ana, Ca. USA) a 8000 rpm durante
2 minutos. Posteriormente se extrajeron los de acidos
nucleicos totales mediante el protocolo del (Aljanabi et al.,
1999). La calidad fue comprobada mediante electroforesis
en gel de agarosa a 2%, lo cual permitio realizar la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR, por su sigla en inglés)
con el objetivo de detectar la posible presencia de
Gluconacetobacter diazotrophicus en las muestras por
amplificacion del gen 23S ADNr de esta especie utilizando
los cebadores especificos G1 (5'-GTTGGCTTAGAAGCA

Tabla 1. Cruces utilizados para la obtencion de semilla botanica

Cruce Hembra Macho
1 619 C90-501 Ja60-5
2 1194 C93-540 C87-253
3 1277 B6368 C120-78
4 1301 COO0-216 B6368
5 1342 C90-501 CP56-59
6 1383 CP70-1133 C87-253
7 1222 LTMex96-10 C97-373
8 1351 CP65-392 C88-553
9 479 CP65-392 C237-80
10 527 C86-251 Ja64-19
11 554 C86-251 C87-51
12 616 C92-524 Mex60-1459
13 620 C90-501 C93-540
14 986 DB66/113 C187-68

GCC-3" y G2 (5'-TGCGGCAAAAGCCGGAT-3) Kirchhof
et al. (1998), que producen una banda caracteristica de
491 pb. La mezcla de reaccion para volumen final de 12 pL
se conformé de la siguiente forma: ADN-0,5 pnL;
G1-0.25 pL; G2-0.25 pL; Master fix -2.00 pL y agua
MilliQ-9.00 pL. La PCR se llevd a cabo en un
termociclador BOECO, TC-PRO (Hamburgo, Alemania),
utilizando el programa: 94°C-3 min; (94°C-0.30 min,
56°C-0.30 min, 70°C-1 min) 40 ciclos; 72°C-5 min y
4°C. Las bandas obtenidas se visualizaron por electroforesis
en gel de agarosa al 2% en un transiluminador ultravioleta
(Vilmer Lourmad, Francia) y se utiliz6 el marcador de peso
molecular (Ladder 100 pb Promega).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se lograron acidos nucleicos de calidad como se observa
en la (Fig. 1) a excepcion de la muestra 2, que debid
confrontar algin problema en la mezcla de reaccion.

La Figura 2 muestra los resultados negativos de la PCR
para la amplificacion del gen 23S ARNr especifico de
G. diazotrophicus, al no observarse en ninguna de las
muestras la banda de 491 pb esperada como si se observan
para los controles positivos empleados, confirmandose la
ausencia del enddfito en la semilla de los 14 cruces
estudiados.

Los pocos estudios publicados sobre microbiota asociada
a la semilla botanica de cafa de azlicar han informado
patdgenos fungicos de los géneros: Drechalera, Fusarium,
Curvularia, Alternaria, Phoma, Nigrospora y Epicoccum,
con los mayores porcentajes de afectacion causados por
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1.- 619, 2.- 1494, 3.- 1277. 4.- 1301. 5.- 1342, 6.- 1383, 7.- 1222, 8.- 1351, 9.- 479. 10.- 527. 11.- 554,
12.- 616. 13.- 620, 14.- 986

Figura 1. Gel de agarosa al 2% donde se aprecia la calidad del ADN extraido de la semilla botdnica obtenida de los 14 cruces estudiados. El

corte de la foto no incluy6 el ARN.
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1.- 619, 2.- 1494, 3.- 1277, 4.- 1301, 5.- 1342, 6.- 1383, 7.- 1222, 8.- 1351, 9.- 479, 10.- 527,
11.- 554, 12.- 616, 13.- 620, 14.- 986, 15.- Gd 166-I (control positivo). 16.- Gd Pal5 (control positivo) y
17.- Xa control negativo, 18.- Marcador peso molecular.

Figura 2. Gel de agarosa al 2% mostrando los resultados negativos de la amplificacion por PCR del gen 23S ARNr de G. diazotrophicus en

las muestras de ADN de semilla botanica analizadas.

Fusarium semitectum, Alternaria tenuissima y Alternaria
longissima segiin Hernandez-Medina & Heredia (1997),
pero no existen hasta el momento informes sobre bacterias
benéficas asociadas a esta semilla o intentos, como en el
caso que nos ocupa, de detectarlas.

G. diazotrophicus ademas de su capacidad de fijar
dinitrégeno atmosférico suma las siguientes caracteristicas:
produccion de fitohormonas auxinas y giberelinas segiin
Fuentes-Ramirez et al. (1999); Jiménez-Salgado et
al. (1994); capacidad de solubilizacion de zinc y fosforo,
micro y macronutrientes respectivamente, de crucial
importancia en el crecimiento, desarrollo y rendimiento de
muchas plantas segiin Saravanan et a/. (2007a); antagonista
de importantes patdégenos de la cafla de azicar como
Xanthomonas albilineans 'y Colletotrichum  falcatum,
agentes causales de la escaldadura foliar y pudricion roja
respectivamente (Arencibia et al., 2006; Muthukumarasamy
et al., 2000; Pinén et al., 2002). Otros informes han
demostrado ademas su accion indirecta contra el nematodo
Meloidogyne incognita (Saravanan, et al. (2007b) y algunas
especies del hongo Fusarium sp (AP & PP, 2011), aspectos
que convierten a esta bacteria en un micoorganismo
multiefecto.

Los sitios de colonizacion de G. diazotrophicus y su
distribucion en el interior de la cafia de azficar ain no se han
esclarecido totalmente. Se ha demostrado que coloniza los
espacios intercelulares de la raiz y los vasos del xilema
(Fuentes-Ramirez et al., 1999). Otros estudios sefialan que
se localiza en espacios intercelulares del tallo
correspondientes al apoplasto de plantas adultas (Dong et
al., 1994). La dispersion en el interior del cultivo ha sido
también motivo de discrepancia. Algunos trabajos sugieren
que G. diazotrophicus se dispersa en los tejidos internos a
través de los vasos del xilema segiin Hernandez & Heredia
(1997) y en otros se objeta que ésta sea la via de dispersion,
argumentando que existen barreras morfologicas que
impiden la comunicacion del xilema de un entrenudo a otro
(Dong et al., 1994). Al respecto, Dong et al. (1997)
observaron que, en condiciones de transporte activo, las
bacterias penetran al xilema y son transportadas a través de
éste, aunque se determind que la acumulacion de ellas en
los entrenudos provoca la no funcionalidad de la
estructura. Otros estudios plantean que prefiere los espacios
intercelulares y tejidos vasculares como el xilema Dong et
al. (1997). Ortega & Rodés (1994) por su parte, encontraron
las mayores poblaciones en la zona apical de los tallos.
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CONCLUSIONES

La hipétesis planteada sobre la posible ocurrencia natural
de G. diazotrophicus en la semilla botanica, tomando en
consideracion el presunto caracter sistémico de este
microorganismo en la cafla de azicar, no ha sido
demostrada en las muestras a estudiadas.

RECOMENDACIONES

Un estudio a partir de una muestra mas amplia y
representativa de cruces cuyos progenitores hayan sido
confirmados previamente colonizados por el endoéfito,
permitiré llegar a resultados mas concluyentes.
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