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RESUMEN

La cafia de azicar es una planta de alta
produccion mundial, a partir de la cual se
obtienen muchos productos, entre los que
destacan el azucar y el etanol. Una forma de
elevar los rendimientos mundiales de esta planta
es implementando formas alternativas de cultivo
en las que se puede incluir: la micropropagacion
efectiva de plantulas, su inoculacion con bacterias
benéficas y la introduccion de estas plantas
inoculadas en campo. En esta revision se muestra
una alternativa eficiente para realizar la
micropropagacion  efectiva de  diferentes
variedades de la cafia de azucar y se discuten las
aplicaciones que podrian tener las plantulas
obtenidas, enfatizando la incorporacion de
bacterias benéficas, estudios de colonizacion,
estudios de promociéon del crecimiento y el
incremento del estado de salud de las plantas.

Palabras clave: Micropropagacion, cafia de
azucar, bacterias  benéficas,  inoculacion,
fitoestimulacion.

ABSTRACT

Sugar cane is a plant of high world production,
from which many products are obtained, among
them sugar and ethanol. One way to raise the
world yields of this plant is to implement
alternative forms of cultivation which can include
the effective micropropagation of seedlings, their
inoculation with beneficial bacteria and the
introduction of these inoculated plants in the field.
This review shows an efficient alternative to carry
out the effective micropropagation of different
varieties of sugarcane and discusses the
applications  that  the seedlings  could
have, highlighting the incorporation of beneficial
bacteria, colonization and growth promotion
studies, and the increment of the health plants
state.
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Inoculacion de plantulas
micropropagadas de cana
de azucar con bacterias
benéficas para potenciar
su produccion.

Inoculation of micropropagated sugarcane seedlings with
beneficial bacteria to boost their production.
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INTRODUCCION
La cafia de azlicar es una planta de gran interés
agricola que se cultiva ampliamente en los paises
tropicales, siendo los paises que mas producen este
cultivo: Brasil, India, China, Tailandia, Pakistan,
México, Filipinas, Australia, Argentina, Indonesia y
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Colombia (1). La mayor parte de la produccion
mundial de cafia de azucar es destinada para la
obtencion de azucar. Sin embargo, diversos productos
pueden obtenerse a partir de esta planta, entre los que
destacan el etanol y butanol que son usados como
bio-combustibles (2—4). Cabe destacar que éstos bio-
combustibles son una fuente renovable y presentan
ventajas frente a los combustibles fosiles, porque
éstos son convertidos completamente a didxido de
carbono (CO,) y agua (H,0); productos que pueden
considerarse inocuos para el medio ambiente. A
partir de la cafla de azicar también se puede obtener
papel, cemento furfural, celulosa microcristalina,
conglomerado de fibra de cafia de azicar, alimento
para animales, composta, dextrano, glucosa, sorbitol,
biogas, entre otros productos (5,6).

Los factores que afectan la produccion de cafia de
azicar de forma general son aquellos que se
relacionan con el medio o entorno geografico, los que
resultan de caracteristicas climaticas y edafologicas
naturales y los que resultan de la degradacion del
suelo por influencia antropogénica. Estos factores
influyen directamente en el precio de los productos
derivados de su procesamiento, como el azicar, que
han mostrado una tendencia creciente en los
mercados nacionales e internacionales (7). En
relacion con el medio geografico los factores que se
consideran son: El clima, el relieve y el tipo de suelo.
El clima interviene mediante las precipitaciones
(cantidad y distribucion), la temperatura y la
radiacion solar (8—11). La cafia de azlcar es una de
las gramineas con mas exigencia de radiacion solar
para realizar la fotosintesis, razon por la cual los dias
nublados afectan directamente su productividad. El
relieve es un elemento importante en la redistribucion
de la humedad y del calor, por lo que se debe
considerar nivelar el area de cultivo de una forma que
se permita la fluidez del agua para su correcta
distribucion (12), sin que se llegue al extremo de
causar erosion del suelo debida a una fluidez
excesiva. La cafia de azucar se adapta a casi todos los
tipos de suelo, sin embargo, en suelos ricos en
magnesio donde la relacion calcio/magnesio (Ca/Mg)
es muy baja, la productividad de cultivos es poco
favorable (13,14). De la misma forma ocurre si el
contenido en carbonato de calcio es alto.

La degradacion del suelo estd relacionada con la
actividad y necesidades del humano. El desarrollo
histérico-social 'y politico de los pueblos
conjuntamente con las necesidades economicas ha
provocado el uso exagerado de la tierra para suplir las
necesidades de alimentos; lo cual conduce al
empobrecimiento de materia organica de los suelos
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(15,16). Los suelos donde se cultiva continuamente a
la cafia de azlcar quedan desprovistos de materia
organica, bebido a que la planta demanda una elevada
cantidad de nutrimentos y en consecuencia el suelo
puede ir sufriendo degradacion lo que hace que en
ciclos posteriores se apliquen cada vez mayores dosis
de fertilizante para observar los mismos
rendimientos. Por ejemplo en Hawaii se aplican en
promedio 400 Kg de nitrégeno/hectarea (N/ha) para
obtener los rendimientos adecuados. La cafia de
azucar particularmente requiere de altas cantidades de
fertilizante nitrogenado para cubrir sus necesidades
fotosintéticas y desde el surgimiento de la revolucion
verde (17), se ha incrementado su uso, observando
una aplicacion promedio en México de 300 Kg de
N/ha para obtener los rendimientos esperados (18).
Sin embargo, es conocido que solo un porcentaje
pequeiio es absorbido por la plantas (25-40%) el
restante se pierde por lixiviacion hacia mantos
acuiferos provocando la eutrofizacion de éstos (17).
La influencia humana ha provocado también efectos
adversos sobre los suelos como la salinizaciéon por
uso excesivo de fertilizantes (ej. cloruro de potasio),
destruccion de la estructura y compactacion,
contaminacion por el uso de herbicidas y pesticidas
a7).

Como se menciond anteriormente uno de los
principales problemas para producir a la cafia de
azlcar, es el elevado nivel de nitrégeno combinado
(nitratos o compuestos de amonio) que la planta
requiere para su desarrollo, lo cual se traduce en un
elevado costo para la produccion de azucar (7). En la
actualidad se prefiere usar jarabe de maiz como
edulcorante, el cual contiene un alto contenido de
fructosa y debido a que es mas econdémico (19). Este
jarabe se obtiene a partir de almidones de maiz,
usando un proceso que involucra una hidrolisis del
almidon hasta glucosa y su conversion a fructosa
mediante una enzima llamada glucosa isomerasa
(20). Actualmente casi todos los refrescos, jugos
industriales y golosinas usan jarabe de alta fructosa
en sus procesos de elaboracion. Sin embargo, el uso
de éste jarabe tiene el inconveniente de que puede
resultar perjudicial para la salud de las personas ya
que aparentemente causa obesidad (20,21). Esto
ocurre principalmente debido a que la fructosa es una
molécula energética que ingresa a las células
humanas sin regulacion por insulina, lo que hace que
los sistemas metabodlicos se encuentren activos y
junto con una escasa actividad de ejercicio de los
individuos se conduce a un almacenamiento de
energia en forma de triacilglicéridos y/o lipidos (22).
Incluso hay autores que relacionan el consumo de
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bebidas y alimentos que contienen fructosa con el
incremento de casos de diabetes (23).

Una alternativa para evitar el riesgo innecesario que
conduce el consumo de alta fructosa, es volver a
introducir azicar de cafia en las bebidas y alimentos,
para ello se requiere estrategias que permitan el
abaratamiento de la produccion de azucar, asi como
la disminucion de los costos de produccion de la cafia
de azlcar. En este escrito proponemos usar plantas
que requieran un bajo nivel de fertilizante
nitrogenado  con rendimientos elevados de
produccion.

Recordemos que el nitrégeno combinado se obtiene
mediante el proceso de Haber-Bosch, donde se
requieren temperaturas muy elevadas; que se
alcanzan consumiendo combustibles derivados de
petroleo (17), razén por la que solo los paises ricos en
petroleo pueden disponer de fertilizantes a bajo costo.
Brasil por mucho tiempo no tuvo la facilidad de
adquirir estos productos (previo al descubrimiento de
petroleo en ese pais), por lo que tradicionalmente se
usaron cantidades de fertilizante muy bajas (60 Kg de
N/ha) (24,25), no obstante los rendimientos de cafia
de azicar han sido similares a los obtenidos en otros
paises como México y Estados Unidos donde los
cultivos son fertilizados con altas cantidades de
nitrogeno (18). Ademas, en Brasil no se ha detectado
disminucion de las reservas de nitrogeno del suelo
donde se cultiva caifia de azucar a pesar de décadas de
cultivo y la cantidad de materia organica de sus
cultivos se mantiene. Esto fue muy interesante a la
vista de investigadores de todo el mundo ya que
sugiere fuertemente que el proceso de Fijacion
Bioldgica de Nitrogeno (FBN) esta ocurriendo en las
plantas de cafia de azicar cultivadas en Brasil
(24,26,27). La FBN es un proceso realizado por
bacterias que son capaces de captar el nitrégeno de la
atmoésfera (N,) y transformarlo a amonio (NH'")
mediante una enzima llamada nitrogenasa (28). Es un
proceso natural y las plantas podrian tomar los
derivados de amonio para realizar todas sus funciones
metabolicas.

Cerca del afio 1990 se demostrd que la FBN se lleva
a cabo en la cafla de azlcar cultivada en Brasil y
posteriormente también se demostrd con cultivos de
cafia de azlcar en Filipinas y Japon (29-32). En estos
trabajos se observo que algunas variedades obtienen
hasta el 70% de nitrogeno a través de la FBN pero en
otras no se observo contribucion alguna mediante
este proceso. Desde entonces se desencadend una
fiebre entre la comunidad cientifica para identificar a
la bacteria responsable de llevar a cabo la FBN en
asociacion con la cafia de azucar (33-36). Sin
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embargo, a pesar de que se han aislado muchas
bacterias tanto de la rizésfera como endoéfitas de la
cafia de azucar, no se conoce cual de ellas podria
contribuir con la mayor tasa de FBN. La rizosfera se
define como la zona del suelo influenciada por los
exudados de las raices de las plantas y endéfito se
refiere a los microorganismos que viven en el interior
de las plantas sin causar dafio; principalmente en
zonas  vasculares, intercelulares 'y  menos
frecuentemente de forma intracelular (28). En 1992
Johana Débereiner sugirié que las bacterias endofitas
de la cafia de azlcar contribuyen, de manera mas
significativa que las rizosféricas en el proceso de
FBN, ya que este tipo de bacterias podrian escapar a
los efectos fisicoquimicos adversos del suelo, asi
como a la competencia con otros microorganismos y
podrian recibir de una forma mas directa los
nutrientes necesarios para su multiplicacion y para la
expresion de la nitrogenasa para una FBN efectiva
(35). En 1988 se dio a conocer una nueva bacteria
con la capacidad de fijar nitrégeno y que fue aislada
del interior de cafia de azucar (34), esta bacteria es
conocida en la actualidad como Gluconacetobacter
diazotrophicus. Durante mucho tiempo se penso que
la bacteria G. diazotrophicus podria ser una de las
especies que mas contribuye con la tasa de FBN
observada en este cultivo, ya que bajo condiciones in
vitro, esta bacteria crece y fija nitrogeno de manera
optima en condiciones de acidez y concentraciones
de sacarosa similares a las encontradas en el interior
de fluidos de la cafia de azlicar. Se sugirio también
que G. diazotrophicus podria promover y aumentar el
crecimiento de la cafia de azucar a través de efectos
hormonales debido a su capacidad de producir acido
indol acético (IAA) y giberelinas (37,38).

Usando plantas de cafia de azucar micropropagadas
(libres de bacterias), obtenidas mediante técnicas de
cultivo de tejidos, ha sido posible comprobar que G.
diazotrophicus es capaz de colonizar distintos tejidos
de esta planta, asi como también de estimular su
crecimiento, predominantemente a través de
mecanismos de tipo hormonal y en dependencia del
genotipo bacteriano y la variedad de cafia de azdcar
(39,40). Aunque el cultivo de tejidos de la caiia de
azlcar fue propuesto y desarrollado por Heinz y Mee
en 1969 con el proposito de preservar el
germoplasma  (41), en la actualidad |la
micropropagacion vegetativa es una técnica adecuada
para la obtencion de cientos de plantulas con
caracteristicas idénticas y libres de bacterias
(axénicas), que sirven para llevar a cabo
experimentos de inoculacion bacteriana, evaluar los
sitios de colonizacion y sus efectos sobre la planta ya
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sean benéficos o patogénicos (42). A pesar de los
esfuerzos realizados, aun no se ha identificado a la
bacteria responsable de la mayor tasa de FBN en cafia
de azucar, posiblemente los consorcios de bacterias
podrian ser los responsables de este fendmeno y no
una bacteria sola.

La busqueda de microorganismos que potencien el
crecimiento de las plantas ha sido una tarea que se ha
desarrollado desde principios del siglo XIX y que se
ha incrementado alrededor de 1970 hasta nuestros
dias. Algunas bacterias como  Azospirillum
brasilense, Enterobacter sp., Burkholderia unamae,
Rhizobium sp., tienen el potencial de promover el
crecimiento de plantas (28,43,44). Azospirillum
brasilense ha sido ampliamente usado como
inoculante para incrementar el tamafio de plantas de
tipo graminea como el maiz (45). En cafia de aztcar
se han usado de forma exitosa especies de bacterias
como  Herbaspirillum  seropedicae 'y  G.
diazotrophicus para incrementar los rendimientos de
los cultivos; estas dos bacterias son endofitas de la
cafia de azucar (39,46).

Aprovechando las investigaciones de los ultimos afios
se pueden obtener plantulas de cafia de azucar
mediante micropropagacion de cultivo de tejidos,
para inocularlas con bacterias benéficas. Debido a
que estas plantulas estan libres de bacterias (40), se
puede asegurar la colonizacion y establecimiento de
las bacterias inoculadas en la plantula (39,42). La
introduccion de estas plantas en la agricultura,
aseguraria el éxito productivo, abaratando los costos
de produccion debido al efecto promotor que estas
bacterias brindarian a las plantas. Se podrian
incorporar diversos tipos de bacterias benéficas, por
ejemplo; productoras de sustancias inhibitorias,
degradadoras de compuestos toxicos, solubilizadoras
de fosfatos, fijadoras de nitrégeno, o con otro tipo de
caracteristicas obteniendo beneficios adicionales
(46). Las bacterias productoras de sustancias
inhibitorias pueden eliminar a microorganismos
patdogenos para plantas evitando que las plantas
enfermen (44,47), las plantas pueden mantenerse
sanas y en consecuencia la productividad se asegura
evitando el uso de fungicidas y antibidticos. Un
ejemplo de una bacteria que es productora de
sustancias inhibitorias es Pseudomonas sp. (figura 1),
que inhibe el crecimiento de la bacteria patogena de
pifia Pantoea ananatis. Por otro lado las bacterias
degradadoras de compuestos toxicos podrian
disminuir los niveles de herbicidas y pesticidas que
han sido usados durante afios en la agricultura
moderna mediante la remediacion desarrollada en la
rizoésfera de las plantas (rizoremediacion), lo que
seria bastante deseable para una agricultura sana y
cuyos productos no sean causantes de problemas en
el humano por la acumulacion de los toxicos (17).
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Por ejemplo Sphingomonas sp. realiza la
rizoremediacion de lindano y Pseudomonas putida
KT2440 tiene el potencial de llevar a cabo la
rizoremediacion de suelos con naftaleno (48,49). La
capacidad de estas Dbacterias para degradar
compuestos tdxicos podria aprovecharse para ser
integrada a plantulas propagadas por cultivo de
tejidos y usar estas plantulas con propdsitos de
rizoremediacion.

Figura 1.Halo de inhibiciéon causado por Pseudomonas sp.
(centro de la caja) contra el crecimiento de Pantoea
ananatis (inicialmente estriada en toda la placa).

Micropropagacion de caiia de azicar

Una manera exitosa para micropropagar diferentes
variedades de cafia de azticar. Ejemplos de variedades
micropropagadas mediante esta metodologia son las
siguientes: MY 5514 (MY=Mayari-Cuba), MEX
57473 (MEX=México), MEX 69290, CP 72-2086
(CP=Canal Point-Florida EUA), SP 701141 (SP=Sao
Paulo-Brasil) y ZMEX 5532 (Tabla 1) (39). Las
variedades de cafia de azlcar micropropagadas,
corresponden a variedades de sitios geograficos
distintos, obtenidas en afios diferentes y con
caracteristicas fenotipicas distintas. Esto sugiere que
la metodologia de micropropagacion propuesta
podria funcionar con cualquier variedad de cafia de
azucar.

Tabla 1. Tiempo aproximado de obtencion de callos de
diferentes variedades de cafia de azicar, usando 15 mg de
dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

Variedad Aparicién de callos (dias)
decaiiade | 5 10 15 20 25 30 35 40
azucar

MY 5514 - - + + ++ | +H+
MEX57 - - + + ++ +++ +++ +++
473

MEX 69 - - - + ++ | +++
290

CP 72-2086 - - - - + + T+ Tt
SP701141 - - - - + + T+ Tt
ZMEX - - + + ++ +H+ | +++
5532

+ Significa la aparicion de callos y ++ ¢ +++ el nivel de
propagacion.
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Obtencion del meristemo apical

El meristemo apical de la cafia de azlicar contiene la
célula germinal; cuya caracteristica principal es que
tiene la capacidad de reproducirse y diferenciarse a
células especializadas para la generacion de una
plantula (41). Para obtener el meristemo apical se
prefieren plantas de entre 5-8 meses de edad. Los
tallos deben ser cortados y deshojados parcialmente,
dejando los entrenudos superiores sin deshojar con un
extremo de punta (hoja). Estos tallos que contienen el
meristemo apical deben etiquetarse para no
confundirlos y transportarlos, con agua en la base de
los tallos, hasta el laboratorio. Una vez en el
laboratorio, los tallos deben ser nuevamente
deshojados y cortados en ambos extremos hasta
obtener un tallo con hoja de aproximadamente 20 cm
de longitud (Fig. 2A). Estos pequeiios tallos podran
colocarse en botellas Pyrex de 1 L de capacidad, y se
lavaran durante 60 segundos con una solucién de
etanol al 70% con dos gotas de tween 20, para la
desinfeccion del material (Fig. 2B). Posteriormente la
solucién debera decantarse y a los tallos contenidos
en el frasco se le aplicaran dos lavados extra con agua
destilada estéril (Fig. 2C). A continuacion los tallos
seran sometidos a esterilizacion quimica, llenando la
botella con una solucion de hipoclorito de sodio al
1.5 % y agitando suavemente durante 20 minutos
(Fig. 2D). El hipoclorito de sodio sera decantado y el
exceso debera ser enjuagado, realizando 5 lavados de
5 minutos cada uno, con agua destilada estéril, bajo
condiciones de flujo laminar (area estéril). Los tallos
esterilizados seran manipulados con pinzas y material
estéril en el resto del desarrollo del explante.
Cuidando la orientacién de los tallos, estos deben
deshojarse con mucho cuidado usando bisturis
estériles (Fig. 2E). Cada vez el tamafio de los
esquejes se ira haciendo mas pequefio, simulando a
una piramide (Fig. 2F y 2G). Una vez que se haya
observado la ubicacion del meristemo apical (ctspide
de la piramide), se procedera a cortar en finas rodajas
al delgado tallo (Fig. 2H), dentro de una solucién de
citrato de sodio al 1%. El citrato de sodio impide el
proceso de oxidacion el cual es una limitante en el
proceso de la obtencion de un explante. Debe de
tenerse mucho cuidado en el manejo de las rodajas,
ya que es muy importante no perder la direccion
correcta de éstas, pues células colocadas en direccion
incorrecta no generaran callo. Una vez obtenidas las
rodajas, estas deben colocarse sobre medios de
cultivo “Murashigue and Skoog” (MS) (50),
suplementado con 10% de agua de coco, conteniendo
ademas 2 hormonas: 1 mg de cinetina y 15 mg de
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) (dosis alta de
esta hormona) (Fig. 21, 2J y 2K) (39). Nota: a) Si la
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direccion de la rodaja fue perdida, entonces ésta se
colocara perpendicularmente al medio. b) El tiempo
que transcurre desde que el tallo es esterilizado y
enjuagado hasta que se colocan las rodajas en el
medio MS, no debe superar los 15 minutos. Tiempos
superiores pueden disminuir la eficiencia de la
obtencion de callos.

Figura 2. Pasos fundamentales realizados para obtener el
meristemo apical de la cafia de azicar.

Obtencion de callos

Los frascos conteniendo los explantes realizados
deben cubrirse con papel aluminio para evitar el paso
de luz; ya que genera oxidacion en las células (Fig.
2L) y posteriormente se deben colocar en una camara
de incubacion que oscilaba entre 25-28°C. Los
explantes colocados en MS-hormona (15 mg de 2,4-
D) deben dejarse en oscuridad durante 5 dias y
después deben ser pasados a medios MS sin
hormonas hasta la aparicion de callos. Es importante
resaltar que los explantes sufren un efecto de
oxidacion generado posiblemente por la presencia del
exceso de hormona. Los explantes deben dejarse en
oscuridad hasta la aparicion de los primeros callos.

Mediante metodologias donde solo se usan 3 mg de
2,4-D en los medios de cultivo de tejido, los callos de
algunas variedades de cafia de azucar se obtienen en
un tiempo de aproximadamente 30 dias, no obstante,
algunas variedades como la MY 5514, CP 72-2086 y
la SP 70 1141 sufren oxidacion en el transcurso de
los dias y no es posible obtener callo. Sin embargo,
cuando se usa una dosis elevada de 2,4-D (15 mg), se
observa que a los 5 dias todos los explantes muestran
la aparicion de zonas cafés (inicio de oxidacion); pero
cuando los explantes son transvasados a medios sin
hormona las zonas cafés retornaron a un color
“beige” y comienzan a generar callo entre los 10 a 20
dias posteriores dependiendo de la variedad de cafia
de azucar, ganando tiempo en la obtencion de
plantulas (Tabla 1). Usando una dosis toxica de 2,4D
y transvasando el explante a frascos sin hormona, es
posible obtener callo de diversas variedades de cafia
de aztcar (Figura 3).
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A

Figura 3. Callos de cafia de azidcar obtenidos por
micropropagacion de cultivo de tejidos. A) Callos en
obscuridad, B) Callos expuestos a la luz.

Diferenciacion a plantulas

Los frascos con callos deben transferirse a camaras
con un fotoperiodo de luz/oscuridad 16/8, provisto
por una lampara fluorescente fria (50 pmol m-2s-1),
entre 25-28°C, donde comienzan a pigmentarse de
verde (Fig. 3B). En esta etapa las células sufren
diferenciaron a plantulas, observando la aparicion de
puntos verdes en los callos de los cuales derivaran
cientos de plantulas. Los brotes verdes deben ser
transferidos a medios MS nuevos sin hormonas (Fig.
4A y B) e incubarse bajo las mismas condiciones de
fotoperiodo y temperatura.

Figura 4. Diferenciacion de callos a plintulas (A) y trasplante a
medios nuevos donde las plintulas comienzan a desarrollarse
(B).
Individualizacion

La diferenciacion a plantulas desde que los callos son
expuestos a la luz hasta la obtencién de una planta
individualizada ocurre en un periodo aproximado de
90 dias. La aparicién de zonas verdes en los callos
ocurre desde los 5 dias posteriores a la exposicion de
la luz. Estas zonas se incrementan con el tiempo
(Figura 4A). Cada punto verde se diferenciara hasta
formar plantulas pequefias (Fig. 4B) que creceran en
forma de macollos (Fig. 5A). Estos macollos deben
ser periddicamente limpiados de las zonas de
oxidacion (zonas negras), bajo condiciones de
esterilidad, y divididos en macollos mas pequefios
(Fig. 5B).

Las plantas diferenciadas, una vez que han enraizado,
deben ser separadas bajo condiciones de esterilidad y
trasplantadas en tubos de 2.5 de ancho X 20 cm de
largo tipo Pyrex, conteniendo 10 ml de medio MS sin
hormonas. Cabe sefialar que los tubos deben taparse
con algodon estéril, ya que éste permite el paso
constante de aire pero mantiene la esterilidad; lo cual
permite una mejor adaptacion de las plantas cuando
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son transferidas a macetas a condiciones de
invernadero. Las plantulas se dejan crecer bajo las
condiciones previamente descritas hasta que alcanzar
el borde superior del tubo (40 dias
aproximadamente).
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Figura 5. A) Macollo de plintulas diferenciadas a partir de
callos después de 70 dias de exposicion a la luz. B) Macollo
dividido a partir de otro como en A y después de eliminar
las zonas de oxidacion. C y D) Plantulas individualizadas a
partir de macollo (B) 90 dias después de la exposicion a la
luz.

Las plantulas obtenidas son clasificadas de acuerdo al
tamafio, para homogenizar los experimentos
posteriores. Las  plantulas son  finalmente
individualizadas en tubos independientes en donde se
crecen hasta alcanzar el tamafio adecuado (Figs. 5Cy
5D) para llevar a cabo la inoculacion con bacterias
benéficas.

Evaluacion de contaminacion de callos y

plantulas

La contaminacion en callos y en plantulas de cafia de
azucar es visible de forma macroscopica, por ejemplo
algunos callos contaminados con hongos cambian
inmediatamente su color “beige” a color negro,
ademas los hongos terminan invadiendo y creciendo
por encima de los callos. En el caso de contaminacion
por bacterias, estas crecen como colonias sobre el
medio MS; en la periferia de los callos o las
plantulas. Sin embargo, se ha cuestionado si los
callos y plantulas donde no se percibe contaminacion
a la vista humana, podrian contener bacterias en
estado de dormancia y que posteriormente pueden
regresar de un estado “viable no cultivable” a un
estado cultivable. Para evaluar la presencia de
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contaminacion en callos y plantulas, se toman
muestras al azar de callos ¢ plantulas, que son
maceradas en morteros estériles (dilucion 1:10
peso/volumen) y se cultivan sobre diferentes medios.
Se sugiere usar tanto medios minimos como ricos,
por ejemplo se podrian usar: medio MM9-glucosa,
Rojo Congo, MacConkey, LB (Luria Bertani), PY,
LGI y MESMA. Los callos y los lotes de plantulas
que resulten con crecimiento positivo de bacterias u
hongos deben ser descartados, para evitar que las
plantulas enfermen y para contar con plantulas
axénicas en caso de requerirlas para experimentos de
inoculacién (51).
Inoculacion de plintulas

Una vez que se cuenta con plantulas individualizadas,
estas pueden ser inoculadas con bacterias benéficas

de interés o bien directamente pasar a la etapa de
adaptacion; en caso de solo querer propagarlas.

Para el caso de inoculacion con bacterias benéficas,
se deben elegir plantulas individualizadas de tamafio
similar para evaluar la colonizacién de éstas, su
potencial promotor de crecimiento o bien el impacto
en la bioremediacion de bacterias acopladas a las
plantas (39). Las plantas micropropagadas, listas
para llevar a cabo la inoculacion, son obtenidas en un
periodo de 4 meses desde el explante. Un ejemplo de
como se puede realizar la inoculacion de bacterias en
plantulas se da a continuacion.

La inoculacion de G. diazotrophicus en cafia de
azlcar se realiza colocando la raiz de las plantulas
micropropagadas en una suspension bacteriana
durante una hora (Fig. 6A y 6B) (51), posteriormente
estas deben colocarse en macetas que contienen
vermiculita estéril, se riegan con una solucién que
contiene las sales necesarias y una proporcion basal
de nitrato de amonio (10 mg). Las plantas
posteriormente se colocan bajo condiciones de
invernadero (Fig. 6C y 6D). En el invernadero las
plantas son regadas con agua estéril de forma
periddica y se evaltian los parametros experimentales
que se requieran, en los tiempos requeridos en dias
posteriores a la inoculacion (dpi). En la actualidad se
conocen bacterias que promueven el crecimiento de
la cafia de azucar y estas pueden ser usadas para
incrementar los rendimientos (26,39,40), por esta
razon las plantulas inoculadas con bacterias benéficas
podrian ser utilizadas para sembrarlas en campo
después del periodo de adaptacion (15 dias en
maceta) con el fin de incrementar los rendimientos de
los cultivos (46).

En nuestra experiencia las plantulas de cafia de
azlcar pueden ser colonizadas muy bien por bacterias
benéficas usando la estrategia de sumergirlas durante
una hora en una suspensiéon bacteriana (1X10°
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Unidades Formadoras de Colonia/ml). Por ejemplo se
ha explorado la capacidad de diferentes cepas de G.
diazotrophicus (PAl 3, PAl 57, UAP 5560 y UAP
5541 portando el plasmido pRGS561), para colonizar
a las plantulas micropropagadas (39,51,52).

Previo a la maniobra de inoculacién debemos
preparar la suspension bacteriana, para lo cual se
recomienda que las cepas crezcan en su medio de
cultivo hasta la fase estacionaria. En el caso de las
cepas de G. diazotrophicus, éstas se crecen durante
48 horas en medio liquido MESMA a 30°C y luego
se inoculan en medios nuevos y se crecen hasta una
densidad optica 0.8 a 450 nm (10* UFC/ml) (52). Las
células son centrifugadas y lavadas 2 veces con una
solucion de MgSO4 10 mM. Finalmente las células
deben ser resuspendidas en el mismo volumen inicial
y la suspension final puede ser usada para inocular a
las plantulas.

Inoculacién de plintulas

Fig. 6. A) Esquema de inoculaciéon de plantulas de caiia de
azdicar y trasplante posterior en macetas conteniendo
vermiculita estéril. Las plantulas trasplantadas posteriormente
deben ser regadas con la solucién de MS modificada y un nivel
adecuado de nitrogeno. Los experimentos en el invernadero se
llevan a cabo bajo condiciones de esterilidad. B) Inoculacion de
plantulas micropropagadas de cafa de azicar con G.
diazotrophicus. La raiz fue sumergida durante una hora en una
suspension bacteriana (1X10* UFC/ml). Fig. 6C y D. Plantas de
30 dpi (dias posteriores a la inoculacién) en condiciones de
invernadero.

Colonizacion

La colonizacion de la bacteria inoculada en la cafia de
azucar podria ser evaluada mediante microscopia
electronica (42) y ademas contabilizando el numero
de bacterias presentes en rizosfera o como endofitas
de raiz y tallo (39). Los resultados reportados a la
fecha han sido muy similares por ambas
metodologias. Una metodologia reciente ha
facilitado la cuantificacion masiva de bacterias
asociadas a las plantas (53).

La colonizacion de bacterias se ha evaluado entre los
15 y 30 dpi. Este tiempo es suficiente para que la
bacteria entre a la planta y se establezca en el interior
de la raiz y tallo. EI No. UFC/g de planta de G.
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diazotrophicus que se establece en raiz a los 30 dpi
oscila entre 10* y 10° dependiendo de la variedad de
cafia de azucar y el fenotipo de bacteria analizada
(39,53).

Diferentes han sido las metodologias desarrolladas
para micropropagar a la cafia de azicar (39-41,46).
En general ha sido observado que dependiendo de la
variedad de cafla de azlcar se requiere de cierta
concentracion de hormonas (Cinetina y 2,4-D) para
conseguir la obtencion de callos (54). Sin embargo, si
se usa una dosis elevada de 2,4-D (15 mg), se
presupone que los explantes tomaran la proporcion de
hormona suficiente para su desarrollo y cuando son
transferidas a un medio MS sin hormona, la cantidad
de hormona tomada sera suficiente para inducir la
formacién de callo; lo cual ocurre en las distintas
variedades de cafia de azucar. La diferenciacion a
plantulas mediante la intoxicacién con 2,4-D es muy
similar en todas las variedades (alrededor de 90 dias)
y no es una limitante en la micropropagacion de la
cafia de azucar.

En acuerdo con Heinz y Mee (41) mediante
micropropagacion vegetativa se obtienen cientos de
plantulas de tamafio uniforme, que podrian usarse
para una gran diversidad de experimentos u objetivos.
Por ejemplo, ha sido demostrado que la propagacion
vegetativa tiene beneficios grandes para obtener
lineas estables de plantas altamente heterocigdticas
(55,56), asi como los genotipos de papaya donde la
forma tradicional de propagacion ha fallado para
producirlas. La micropropagacion ha sido usada
también para la multiplicacion rapida durante la
liberaciéon de una nueva variedad antes de su
propagacion por métodos convencionales, por
ejemplo, con la pifia y la fresa (57,58). La
micropropagacion provee un medio de almacenaje de
germoplasma para mantener un stock libre de
enfermedades, en condiciones de medioambiente
controladas (59,60) y a largo plazo por medio de la
cryo-preservacion a temperaturas bajas (-70°C).
Ademas, las plantas micropropagadas también
pueden usarse para evaluar la colonizacion de
bacterias y la localizacion de bacterias endofitas, asi
como los efectos de inoculacion bacteriana. Por
ejemplo la colonizacion de G. diazotrophicus en la
cafia de azucar se demostrd con el uso de plantas
axénicas obtenidas por micropropagacion vegetativa,
cuando éstas se sumergen durante una hora en una
suspension bacteriana. Ademas, G. diazotrophicus es
capaz de establecerse en el interior de la planta en
nimeros similares a los reportados en plantas de cafia
de azucar cultivadas en campo. Por otro lado, los
callos generados en la micropropagacion pueden ser
usados para la transformacion de células con ADN de
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interés (61). Algunas ventajas adicionales de contar
con plantas micropropagadas de cafia de azucar son:
A) se cuenta con una proporcion suficiente de cafia
destinada como semilla, cuando el area destinada
para la produccion del cultivo de cafia de azlcar es
grande y la densidad de plantas de la variedad que se
desea sembrar es muy baja. B) La micropropagacion
de cafia de azicar es mucho mas rapida que la
propagacion natural, asi que un cultivar nuevo se
puede diseminar rapidamente (62). C) Se eliminan
patégenos que normalmente se transmiten via esqueje
(63).

Aun cuando ha sido planteado que podria generarse
variacion somaclonal en plantas derivadas de cultivo
de tejido (61), los resultados de colonizacion de G.
diazotrophicus observados, en plantas obtenidas por
micropropagaciéon son muy uniformes en cada
variedad, mostrando que las plantas tienen
caracteristicas muy similares dentro de la misma
variedad de cafia de aziicar y que sus caracteristicas
principales para realizar una interaccion con bacterias
benéficas son mantenidas (39,51). Las plantulas de
cafia de azicar micropropagadas por cultivo de
tejidos pueden usarse para buscar a la mejor bacteria
benéfica o grupos de bacterias benéficas (fijadoras de
nitrogeno, estimuladoras de crecimiento, productoras
de sustancias antagonistas de patdgenos y bacterias
bioremediadoras) que se asocian con las plantas. Con
esas mejores asociaciones se podria aumentar la
productividad de la cafia de azlicar y se pueden
disminuir los costos de produccion beneficiando a la
industria azucarera y a la produccién de
biocombustible (etanol); lo cual a su vez podria tener
un impacto positivo en el medioambiente, debido a
que éste tipo de combustibles no contaminan el
medio ambiente y porque algunas bacterias podrian
degradar los compuestos toxicos usados en
agricultura. Otros esfuerzos también se estan
realizando para disminuir los costos de produccion de
la cafia de azucar, por ejemplo, se estan investigando
el mecanismo de acumulacién de sacarosa de éste
tipo de plantas, para en un futuro poder contar con
linajes de cafia de azlcar que acumulen una mayor
proporcion de sacarosa y con mayor rentabilidad
(64). La parte mas costosa de la micropropagacion de
cafia de azlcar es la division y transplante de las
plantulas. Sin embargo, Okamoto y col., (65)
disefiaron un sistema robotizado para la
automatizacion de la divisién y el transplante de
plantulas de cafia de azlGcar micropropagadas. La
automatizacion de la micropropagacion de la caiia de
azlcar, desencadenara sin duda una disminucion en
los costos de produccion de éste tipo de material
biologico (66).
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En general ha sido observado que dependiendo de la
variedad de cafla de azlcar se requiere de cierta
concentracion de hormonas (Cinetina y 2,4-D) para
conseguir la obtencion de callos. Sin embargo, con
base a nuestra experiencia, cuando se usan 15 mg de
2,4-D, aparentemente los explantes toman la
proporcion de hormona suficiente para su desarrollo
y cuando se transfirieren a un medio MS libre de
hormonas, la cantidad previa adquirida por el tejido
fue adecuada para inducir la formacién de callo en
todas las variedades de cafia de azucar exploradas.

La diferenciacion a plantulas fue muy similar en
todas las variedades (alrededor de 90 dias) y no fue
una limitante en la micropropagacion de la cafia de
azucar. Cientos de plantulas de tamafio uniforme son
obtenidas, que podrian usarse para una gran
diversidad de experimentos u objetivos. Una de las
aplicaciones poco exploradas es la incorporacion de
bacterias benéficas a las plantulas micropropagadas
para asegurar su ¢€xito en el campo. Las plantas
micropropagadas también pueden usarse para evaluar
la colonizacion de bacterias y la localizacion de
bacterias endofitas, asi como los efectos de
inoculaciéon ~ bacteriana.  Por  ejemplo, G.
diazotrophicus es capaz de colonizar a las plantulas
de cafia de azlicar micropropagadas, cuando éstas se
sumergen durante una hora en una suspension
bacteriana. Las plantulas de cafia de azicar
micropropagadas por cultivo de tejidos podrian
usarse para buscar a la mejor bacteria benéfica o
grupos de bacterias benéficas (fijadoras de nitrégeno,
estimuladoras de crecimiento, productoras de
sustancias antagonistas de patogenos) que se asocian
con las plantas. Con esas mejores asociaciones se
podria aumentar la productividad de la cafia de azucar
y se pueden disminuir los costos de produccion
beneficiando a la industria azucarera y a la
produccion de biocombustible (etanol); lo cual a su
vez podria tener un impacto positivo en el
medioambiente, debido a que éste tipo de
combustibles no contaminan el medio ambiente.
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