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PROPAGACION in vitro DE CANA DE AZUCAR (Saccharum officinarum L.)
EN SUSTRATOS

Angélica Sanchez Ruiz, MC
Colegio de Postgraduados, 2015

La cana de azlcar se propaga principalmente de manera asexual, lo cual causa la
pérdida de vigor de los materiales y facilita la diseminacién de enfermedades. El
cultivo de tejidos es una técnica que permite la produccion masiva de plantas mas
vigorosas, genéticamente puras y libres de patdgenos. No obstante, una
desventaja de esta técnica es el costo alto de los componentes utilizados,
principalmente el agente gelificante (agar). El objetivo de esta investigacion fue
utilizar sustratos para reducir los costos de produccion de vitroplantas de cana de
azucar. Brotes adventicios de las variedades Mex 79-431 y L60-14 regenerados in
vitro fueron cultivados en medios que contenian las sales basales de Murashige y
Skoog y distintas concentraciones y combinaciones de 6-furfurilaminopurina
(cinetina), 6-bencilaminopurina (BAP), thidiazuron (TDZ) y acido indolbutirico
(AIB), utilizando como soporte agar o la mezcla de sustratos vermiculita-perlita con
tamafno de particula de 0.25 y 0.5 mm. El porcentaje mayor de explantes con
brotes (85%) y numero de brotes por explantes (2.0) se obtuvo en los medios que
contenian 0.1 mg L de cinetinay 2 mg L BAP 0 0.5 mg L' TDZ gelificados con
agar. Combinar la mezcla de vermiculita-perlita (0.25 mm) y un medio sin AIB
permitié obtener valores estadisticamente iguales para la mayoria de las variables
evaluadas durante la etapa de enraizamiento y aclimatacién (porcentaje de
enraizamiento, numero de raices laterales, longitud de la raiz principal,
supervivencia, nimero de hojas, longitud y diametro de tallo), que los registrados
para los tratamientos constituidos por AIB y agar como soporte, por lo que es
posible sustituir el agar por sustratos durante la etapa de enraizamiento y con ello
reducir los costos de produccion.

Palabras clave: Saccharum officinarum, costos, sustratos, micropropagacion,

vitroplantas



In vitro PROPAGATION OF SUGARCANE (Saccharum officinarum L.) IN
SUBSTRATES

Angélica Sanchez Ruiz, MC
Colegio de Postgraduados, 2015

Sugar cane is propagated mainly asexually, causing the loss of vigor of the
materials and facilitates the dissemination of diseases. Tissue culture is a
technique for massive production of plants more vigorous, genetically pure and
pathogen-free. However, a disadvantage of this technique is the high cost of the
components used, mainly the gelling agent (agar). The objective of this research
was to use substrates to reduce the production costs of sugarcane vitroplants.
Adventitious buds varieties Mex 79-431 y L60-14 regenerated in vitro were
cultured in basal media containing Murashige and Skoog salts and different
concentrations and combinations of 6-furfurylaminopurine (kinetin), 6-
benzylaminopurine (BAP), thidiazuron (TDZ) and indole butyric acid (IBA), using as
a support agar or the mixture of vermiculite-perlite substrates with particle size of
0.25 and 0.5 mm. The highest percentage of explants with shoots (85%) and
number of shoots per explant (2.0) was obtained in medium containing 0.1 mg L -1
kinetin and 2 mg L BAP or 0.5 mg L' TDZ gelled with agar. Combining the
mixture of vermiculite-perlite (0.25 mm) and a medium without AIB allowed to
obtain statistically similar values for most variables evaluated during the rooting
and acclimatization stage (percentage of rooting, number of lateral roots, taproot
length, survival, number of leaves, stem length and diameter), that registered for
the treatments constituted by AIB and agar as a support. It is possible to replace
the agar for substrates during the rooting stage and thereby reduce costs
production.

Keywords: Saccharum officinarum, cost, substrates, micropropagation, plantlets
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INTRODUCCION

La cafna de azlcar es una graminea tropical, en cuyo tallo se forma y acumula un
jugo rico en sacarosa (azlcar) (Alexander, 1985; Castillo y Silva, 2004). Este
cultivo constituye una de las principales fuentes de alimentacion y elaboracion de
productos industriales para el hombre (Rossi, 2001). Tiene un alto valor econdmico
y México ocupa el 7° lugar en produccion a nivel mundial (SIAP-SAGARPA, 2015;

Enriquez-Poy, 2013).

La industria azucarera posee un gran potencial para ser competitiva y rentable; sin
embargo, debe superar retos como la escasa u obsoleta tecnologia empleada tanto
en campo como en fabrica, el cambio climatico y la creciente apertura del mercado
a edulcorantes alternativos, para trascender en el ambito de la produccion,
transformacion y comercializacion (Hernandez-Cazarez, 2014, Senties-Herrera,
2013). Las variedades comerciales de cafia de azlcar se propagan principalmente
de manera vegetativa (Franklin et al, 2006; SIAP-SAGARPA, 2015). No obstante,
las sucesivas multiplicaciones de un mismo individuo (clones), es una practica
agricola que limita la recombinacién genética y causa envejecimiento del material
vegetal (pérdida de vigor), mayor susceptibilidad de las plantas a contraer
enfermedades (Trippi, 2007). Por tal motivo se hace necesaria la busqueda de
nuevas técnicas que contribuyan a la produccion de plantas de manera mas

eficiente. La biotecnologia a través del cultivo de tejidos, permite la produccion



masiva de plantas con pureza genética, libres de patdgenos y mas vigorosas

(Aguilar et al., 2011; Castaneda-Castro et a/., 2014; FAO, 2014).

No obstante, una desventaja de esta técnica es el alto costo de los componentes
utilizados, principalmente el agente gelificante (agar) que se utiliza en los medios
de cultivo, el cual llega a representar el 70% del costo de produccion (Martin et
al, 2012). Asimismo, el agar (gelificante mas utilizado) no es inerte
fisioldgicamente, posee cantidades variables de sustancias inhibidoras o
estimulantes del crecimiento (Pérez-Molphe-Balch et a/, 1999) y puede retener
agua y sales e inmovilizar algunos iones del medio de cultivo (Sholten, 1998).
Cambios en la composicion o concentracion del agar pueden afectar la

regeneracion de plantas o tejidos y su desarrollo (Marga et al., 1997).

Una alternativa al uso de agentes gelificantes en los medios de cultivo es la
utilizacion de sustratos, los cuales a diferencia de los gelificantes permiten mayor
difusion del oxigeno, mayor movilidad de los nutrientes del medio de cultivo en el
recipiente, reducen la produccion de etileno y CO, evitan la vitrificacion y
aumentan la produccién de clorofila (Afreen-Zobayed et al, 2000; Park et al,

2004; Martinez-Hernandez et a/., 2006).

Jay-Allemand et al, 1992 observaron mayor porcentaje de enraizamiento y

longitud promedio de raices primarias de brotes de seis clones (D152, G1, MRS,



MR9, HA3-1, HA2-13) de nogal crecidos en vermiculita que las cultivadas en agar
(Driver y Kuniyuki, 1984). Por otro lado, Afreen-Zobayed et a/. (2000) obtuvieron
mayor numero de hojas, area foliar, peso fresco y seco de hojas, tallos y raiz en
plantulas de papa (Jpomea batatas) desarrolladas sobre una mezcla de vermiculita
pulpa de papel 7:3 (v/v) y medio MS liquido sin vitaminas ni sacarosa, que las

desarrolladas en agar.

Por lo anterior, y aunado a que hasta el momento no se conocen reportes sobre la
propagacion /in vitro de cafia de azlcar utilizando sustratos, el presente trabajo

tuvo como objetivos:

OBJETIVO GENERAL
e Desarrollar un protocolo de propagacién /n vitro de cana de azlcar de bajo

costo utilizando sustratos.

OBJETIVOS PARTICULARES
e Determinar el efecto de los reguladores de crecimiento cinetina (K),
benciladenina (BA) y thidiazuron (TDZ), en la formacién in vitro de brotes

adventicios de las variedades Mex 79-431 y L 60-14 de cafa de azUcar.

e Evaluar el efecto de los sustratos (perlita-vermiculita) en la formacién /in

vitro de brotes adventicios y raices de las variedades en estudio.



Analizar el comportamiento de las plantas regeneradas /n vitro en sustratos

y agar durante la aclimatacion.

HIPOTESIS GENERAL

La utilizacidon de sustratos permitira desarrollar un protocolo de propagacion

in vitro de cafna de azlcar de bajo costo.

HIPOTESIS PARTICULARES

Al menos uno de los reguladores de crecimiento (K, BA y TDZ) inducira la
formacion de brotes adventicios en las variedades Mex 79-431 y L 60-14 de
cafia de azUcar.

Los sustratos (perlita-vermiculita) permitiran la formacién de brotes
adventicios y su enraizamiento con la misma eficiencia que el agar.

Las plantas regeneradas /in vitro en sustratos tendran mejor

comportamiento durante la aclimatacidon que las obtenidas en agar.



REVISION DE LITERATURA

Importancia econémica

La cafa de azlcar es también conocida con los nombres de cafia de castilla, caina
dulce, cafaduz, canamelar, cafamiel y Sa-Kar (Diaz y Portocarrero, 2002). El tallo
de esta planta es el érgano de mayor importancia desde el punto de vista
econdmico debido a la produccion de azlcar ya que en él se lleva a cabo la
acumulacién de sacarosa (Subirds, 2000; Castillo y Silva, 2004). Aunque, es
utilizada preferentemente para la elaboracion de azicar, también sirve como
materia prima para una amplia gama de derivados, asi como la elaboracion de
biodiesel (Castillo y Silva; Masera, 2011). Este cultivo se desarrolla en 15 entidades
federativas y 227 municipios en México (Gémez-Merino, 2014), siendo el estado de

Veracruz el lider productor de aztcar (Hernandez-Cazarez, 2014).

Asimismo, la agroindustria azucarera genera mas de 2.5 millones de empleos
(Enriquez-Poy, 2013) entre productores, trabajadores de campo, transportistas,

obreros y administrativos (CNIAA, 2011).



Clasificacion taxondmica (Arévalo et al., 2006; MEXU, 2014)

REINO: Plantae
PHYLUM: Magnoliophyta
CLASE: Liliopsida

ORDEN: Cyperales

FAMILIA: Paoceae
GENERO: Saccharum
EPITETO ESPECIFICO: officinarum

NOMBRE CIENTIFICO: Saccharum officinarum

El género Saccharum se divide en seis especies: S. officinarum, S. spontaneum, S.

barberi, S. sinense, S. robustum, S. edule (Dutt y Rao, 1950).

Descripcion botanica

El color de los tallos depende de la variedad, generalmente es verde; sin embargo,
pueden apreciarse coloraciones amarillas, rojizas, moradas o combinadas a causa
de la presencia de pigmentos como las xantofilas, antocianinas, carotenos vy
clorofila. El nudo es la parte del tallo donde nace la hoja, y los entrenudos son los

espacios comprendidos entre dos nudos (Subirds, 2000).


http://guiadelplantabosques.blogspot.com/2013/12/cacao-y-azucar.html

La laminas foliares de la cafa de azlcar son ligeramente asimétricas y se insertan
en cada nudo en un arreglo alterno. La longitud, ancho, grosor y la disposicion de

las hojas dependen de la variedad (Subirds, 2000).

La inflorescencia es una panicula, la ramificacién es mayor en la base y disminuye
en la parte superior hasta terminar en un solo eje. Las flores son hermafroditas
formadas por un ovario y dos estigmas largos y plumosos. El androceo esta
formado por tres estambres donde se encuentran las anteras con los granos de

polen (Subirds, 2000).

Origen y produccion

En 1928 Brandes y Sartoris propusieron a Nueva Guinea como lugar de origen de
la cafia (Flores, 2001; Arévalo et al., 2006). La cafia de azucar fue introducida al
continente americano en 1493 por Cristdbal Coldn desde las islas canarias, Espaia;
se cultivd por primera vez en la ahora Republica Dominicana y Haiti. De ahi los
conquistadores la llevaron a Cuba, Jamaica, Puerto Rico y otras islas del Caribe
(Flores, 2001). Los primeros clones fueron traidos a México desde Cuba en 1519
por Hernan Cortés quien los establecid en San Andrés Tuxtla, Veracruz. (Garcia,

1984; Garcia, 1997).

Dentro de los principales productores de cafia de azlcar se encuentra Brasil con
30% de la produccion, seguido de India y China con un 21y 7 %, respectivamente

(Aguilar-Rivera et al, 2012). En México la industria azucarera se encuentra
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distribuida en seis regiones y 15 estados: (1) Regidon Noroeste (Sinaloa), (2)
Region Pacifico (Nayarit, Jalisco, Michoacan y Colima), (3) Region Centro (Morelos
y Puebla), (4) Regidén Noreste (Tamaulipas y San Luis Potosi), (5) Regién Golfo

(Veracruz, Tabasco y Oaxaca) y (6) Regidon Sur (Campeche, Chiapas y Quintana

Roo) (CNIAA, 2011) (Figura 1).

[ REGION NOROESTE
REGION PACIFICO

REGION CENTRO

REGION GOLFO

REGION SUR

=
I:I
] REGION NORESTE
|
=

Figura 1. Regiones cafieras de México

Aspectos agronémicos

Temperatura y humedad

El intervalo éptimo de temperatura para el crecimiento de la cafia de azlcar se
encuentra entre los 26 y 30°C, temperaturas inferiores a los 21°C retardan el
crecimiento de los tallos y conducen al aumento de sacarosa. La humedad o

disponibilidad de agua, es quizas el factor mas importante que el agricultor debe



atender, su déficit o exceso puede tener efectos perjudiciales en el cultivo; en
algunos casos, la falta de humedad en el suelo puede afectar en forma significativa
la produccién de biomasa, en cambio, los excesos de humedad detienen el
crecimiento radical, asi como impiden la absorcion normal de nutrientes basicos

para la planta (Castillo y Silva, 2004).

Tipo de suelo

La cafia de azlcar es una de las plantas mas rusticas y resistentes a las
condiciones adversas del medio, de tal manera que se adapta a condiciones
ambientales muy diversas. Se cultiva en condiciones extremas, tanto en terrenos
arcillosos muy pesados, como en turba casi pura, o en suelos extremadamente

arenosos (Salgado et al., 2013).

Variedades cultivadas
A las variedades cultivadas comercialmente les llaman cafas nobles, las cuales son
hibridos entre S. officinarum y la especie silvestre S. spontaneum (Salgado et a.,

2013).

Una variedad es una adaptacion de la especie provocada por cambios en su
habitat, originado por causas accidentales. En cambio, la expresion cultivar se
refiere a la utilizacion de técnicas agrondmicas, donde se distinguen caracteres
permanentes, morfologicos, fisioldgicos, citoldgicos, quimicos, etc., desarrollados
para la agricultura, silvicultura u horticultura; sin embargo, muchas veces se

emplean indistintamente (Arévalo et al., 2006).
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Aunque no existe ningun acuerdo o norma que fije las reglas para la nomenclatura
de las variedades. En todos los paises donde se realiza hibridacion se ha optado
por asignar la nomenclatura a sus variedades tomando como base el pais o lugar
donde se efectua la cruza, empleando siglas o abreviaturas para su identificacion.
Asi las siglas CP hacen referencia a la Estacion Experimental en Canal Point,
Estados Unidos y Mex a la Estacion Experimental del Instituto para el
Mejoramiento de la Produccién de Azicar en México (IMPA). Posteriormente,
toman en cuenta el afio en que se efectud la cruza y finalmente otros incluyen el

nimero que tenia el hibrido en el proceso de seleccién (Flores, 2001).

Hibrido L60-14

Proviene de la cruza de CP 52-1 x CP 48-103. La letra “L” hace referencia a que
proviene de la Estacion Experimental en Louisiana, Estados Unidos. Este hibrido
posee tallos erectos, color verde amarillento, con manchas oscuras cerosas,
corteza de dureza media, entrenudos cilindricos de 2.5 a 3.0 cm y de 13 a 15 m de
longitud, ligeramente en zig-zag, yemas de forma triangular, hojas de anchura
media, arqueadas, color verde claro, espinas escasas, raices abundantes y de

profundidad media.

Dentro de las caracteristicas agrondmicas mas interesantes de esta variedad es la
buena brotacion de la semilla comercial (trozos de la parte media del tallo con tres
yemas), amacollamiento temprano, la mayor parte del tallo queda desnudo,

prosperando bien en condiciones de riego o de temporal, con precipitacion anual
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de 1 500 a 1 800 mm y altitud de 0 a 1 600 m. Adaptandose bien a suelos
profundos y bien drenados. Buen rendimiento de campo y soqueo (segundo corte
del cultivo); es resistente a enfermedades como roya (Puccinia melanocephala),
virus del mosaico (SCMV) y mancha de ojo o mancha de anillo (Helminthosporium
sacchari) y tolerante al ataque de barrenador (Diatraea considerata o
Leptosphaeria sacchari); sin embargo, es altamente susceptible al carbén (Ustilago

scitaminea).

Esta variedad es de maduracion temprana, rica en sacarosa con alta pureza en los
jugos, con un contenido regular de fibra (IMPA, 1981). El reporte mas actualizado
acerca del rendimiento de esta variedad data de hace 21 afios, indicando una

produccién de 178.75 t ha! en plantaciones con riego (Marquez et al., 1994).

Hibrido Mex 79-431

Proviene de la cruza de Co 421 X Mex 57-473, posee un tallo de medio a grueso,
color verde-crema cuando esta cubierto por la vaina, y verde amarillento en
exposicion al sol. Entrenudos de forma cilindrica, yema abultada de forma
pentagonal, hojas arqueadas de anchura media. La vaina es verde con tintes

morados y ausencia de espinas (Flores, 2001).

Tiene buena brotacion de semilla comercial (trozos de la parte media del tallo con
tres yemas), buen amacollamiento y buena apariencia ain en sequia, excelente

soqueo, floracion escasa a regular (mayores porcentajes en altitudes medias de
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400-800 m y menor en zonas altas de mas de 1000 m). Presenta alto rendimiento

en campo (mas de 100 t ha!) en cultivo de riego.

Esta variedad es resistente al carbdn, roya y escaldadura, tolerante al mosaico, a
la mancha de ojo, su maduracion es media y es rica en sacarosa (mas de 14 %).
Se propaga en muchos ingenios de México bajo cultivo de temporal con buenos
resultados. Se recomienda vigilar su comportamiento industrial porque es alta en

fibra.

Mex 79-431 es una de las mejores variedades comerciales mexicanas destacada
por ser de buena calidad agroindustrial, representa junto con Mex 57-473, Mex 68-
P-23 y Mex 69-290 el 62% de la superficie en cultivo comercial (400 000 ha)

(Flores, 2001).

Una buena variedad comercial se considera aquella con alto rendimiento por
hectarea en relacion con el tiempo, costo y facilidad de producciéon, que ademas
sea facil de cosechar, tolerante al conjunto de condiciones climaticas y del suelo, a

plagas y enfermedades, y que tengan buen soqueo.

Micropropagacion

Es una de las técnicas del cultivo de tejidos que permite la multiplicacion
vegetativa a partir de segmentos de tejido, dérganos, células, etc. Este tipo de
reproduccién asexual genera individuos idénticos a la planta progenitora (Simén y

Moysset, 2006).
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Existen tres vias para la micropropagacion: 1) a partir de yemas axilares, 2)

organogénesis de novo y 3) embriogénesis somatica.

Yemas axilares
Los vastagos se desarrollan a partir de las yemas laterales que se encuentran en
las axilas de las hojas, consiste en cultivar en un medio nutritivo un segmento

nodal que lleva una yema (Figura 2) (Pierik, 1990).

i%éi

Figura 2. Micropropagacion por yemas

La produccion de plantas por este medio ha demostrado ser un método confiable y
practico, es una manera sencilla de obtener nuevos brotes idénticos a la planta

madre.

Organogénesis de novo

La organogénesis de novo da lugar a la formacion de una estructura unipolar,
principalmente un primordio de brote o raiz inducido a partir de un segmento de
tejido o un organo, cuando éste es cultivado en presencia de reguladores de
crecimiento. Puede darse de manera directa o indirecta. Por la via directa, los

organos se generan sin una fase previa de callo (agregado de células
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desorganizadas y escasamente diferenciadas); en cambio, por la via indirecta

primero se forma un callo y de éste se derivan los érganos.

La secuencia de eventos para la organogénesis de novo se describe de la siguiente

manera.

EXPLANTE ORGANO

1 2 3
Desdiferenciacion Induccion Diferenciacién

Embriogénesis somatica

Se refiere a la formacion de embriones a partir de células somaticas sin la fusion
de gametos. La embriogénesis puede acompanarse de la formacién de callo o de
manera directa al igual que la organogénesis de novo (Abdelnour-Esquivel y

Vicent, 1994).

Medio de cultivo
Su funcién es mantener vivas las células cultivadas e inducir la formacion de
organos y plantas. Los componentes de un medio de cultivo para células vegetales

pueden clasificarse en:

1) Sales minerales (N, P, K, S, Ca, Mg, Fe, B, Mo, Mn, Co, Zn, Cu, Cl, I)

2) Compuestos organicos (carbohidratos, hormonas, reguladores de crecimiento,

vitaminas, entre otros)
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3) Compuestos naturales complejos (extracto de malta, agua de coco, extracto de

levadura, pulpa de platano, caseina hidrolizada, jugo de naranja y tomate.
4) Fuente de carbono (sacarosa, glucosa, fructosa)

5) Soporte (agar, gelrite, fitagel)

6) Materiales inertes (carbdn activado) (Abdelnour- Esquivel y Vicent, 1994).

Fitohormonas y reguladores de crecimiento

Las hormonas vegetales o fitohormonas son sustancias elaboradas por las plantas
(de manera enddgena) que regulan su respuesta a estimulos ambientales como
luz, temperatura, humedad, etc., y controlan los procesos esenciales para su
desarrollo (Doerner 2000; Crozier et al., 2000). Las fitohormonas, a diferencia de
las hormonas animales, no son producidas en glandulas u érganos especializados,
sino en células diferenciadas, y tienen su accion en lugares distintos al de origen.
Por otra parte, si son obtenidas de manera sintética (no producidas por la planta)
por sintesis en un laboratorio son denominados reguladores de crecimiento. Estos
compuestos en pequefias cantidades estimulan, inhiben o modifican el desarrollo

de las plantas (White et a/, 1988; Hidalgo e Hidalgo, 2011).

Las principales hormonas vegetales son las auxinas, giberelinas, citocininas, etileno

y acido abscisico (Armenta-Bojorquez et a/., 2010; Audesirk et al., 2003).
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Auxinas

Las auxinas regulan muchos aspectos del desarrollo y crecimiento de las plantas
como la (elongacion de las células, la dominancia apical, abscision de las hojas,
desarrollo de las yemas florales, desarrollo del fruto, diferenciacién vascular, entre
otros. Estas se sintetizan en las regiones meristematicas del apice del tallo y su
forma predominante es el acido indolacético (AIA), (Ludwig-Miiller y Cohen, 2002;

Taiz y Zeiger, 2006).

Citocininas

Se denominan citocininas por estimular la citocinesis o division celular, promueven
la germinacion y retrasan la senescencia, se sintetizan en la raiz y se transportan a
través del xilema a otros organos de la planta (White et a/, 1988; Murray, 2005;

Garcia et al., 2006; Campbell y Reece, 2007).

Las citocininas en si mismas presentan pocos efectos en las células en cultivo in
vitro, pero cuando se aplican junto con auxinas, las células cultivadas comienzan a
dividirse y diferenciarse. Tales efectos dependen en gran medida de la
concentracion de los reguladores (Cuadro 1). Comercialmente son mas utilizadas
para promover el rebrote de las yemas axilares y la formacién de brotes

adventicios (Murry, 2005).
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El primer compuesto con propiedades de citocinina que se logro identificar fue la
6-furfuril aminopurina (cinetina), aislada del esperma de arenque (Barcelé-Coll et

al, 1995; Amasino, 2005).

Dentro de las citocininas, 6-bencilaminopurina (BAP) se utiliza mas que la 6-
furfurilaminopurina (cinetina) y la 6-(4-hidroxi-3-metil-2-trans-butenoamil)
(zeatina), ya que es un compuesto muy activo y se encuentra disponible a un
precio razonable, es usado cominmente para promover la morfogénesis (George,

1993).

Cuadro 1. Procesos del desarrollo controlados por la combinacién de auxinas y

citocininas (Tomado de Usui et al., 1996).

FORMACION DE YEMAS ADVENTICIAS

Promocion: auxina < citocinina

Inhibicion: auxina > citocinina

FORMACION DE RAICES ADVENTICIAS

Promocion: auxina > citocinina

Inhibicion: auxina < citocinina

FORMACION DE CALLO

Promocion: auxina > citocinina

Inhibicion: auxina < citocinina
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También se consideran citocininas otros compuestos de origen no vegetal, y
derivados sintéticos de la difenilurea como el forclorfenuron (CPPU)y
el thidiazuron (TDZ) que actlan como analogos estructurales de la molécula

natural.
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Figura 3. Estructura quimica de fitohormonas y reguladores de crecimiento

(Tomada de Baran y Ghosh, 2005).

Thidiazuron

El thidiazuron es una fenilurea (N-fenil-N"- 1, 2, 3-thidiazol-5- ilurea), compuesto
que puede emular efectos similares a las citocininas o a las auxinas. Es capaz de
inducir no solo la produccion de brotes adventicios y/o axilares a través de
organogénesis, sino también, embriogénesis somatica como ocurre comunmente
en respuesta de auxinas (Shan et al, 2000). Aunque no conserva la misma
estructura base de adenina como otras citocininas sintéticas (cinetina y BA), si

posee la misma actividad bioldgica que éstas. Su mecanismo de accién es aln
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desconocido. Originalmente fue considerado como un defoliante en el algoddn.
Después ha sido utilizado en el cultivo /n vitro de especies recalcitrantes y muchas
plantas lefiosas. EI TDZ ha surgido como un eficaz bio-regulador de Ia
morfogénesis en el cultivo de tejidos de muchas especies y es considerado uno de
los inductores mas potentes en la formacion de nuevos brotes (Baran y Ghosh,

2005; Murthy et a/., 1998; Jordan y Casaretto, 2006).

N

//l 0
N

N HLH

Figura 4. Estructura quimica de thidiazuron

Micropropagacion en cafia de azlcar

Baksha et al. (2002) evaluaron diferentes combinaciones y concentraciones de BAP
(0.5-2.0 mg L1), BAP mas cinetina (0.5-2.0 mg L!; 0.1-0.5 mg L!) y BAP mas
acido indolbutirico (AIB) (0.5-2.0 mg L!; 0.1-0.5 mg L!) para cultivar apices de la
variedad Isd-28. El mayor porcentaje (75%) de regeneracién de brotes (5 brotes
por explante) se obtuvo en medio MS suplementado con BAP (2.0 mg L) y AIB

(0.5 mg LD).

Asimismo, Karim et al. (2002) propusieron un protocolo de induccién de callo y
regeneracion de dos variedades de cafia de azlcar (Isd-28, Isd-16). EI mayor
porcentaje de induccién de callo (90 y 100% respectivamente), se presentd en un

medio MS enriquecido con 3 mg L de 2,4-D y 10% de agua de coco, en tanto que
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en el medio suplementado con 1.0 mg L! de BAP y 0.5 mg L' de AIB se observd
92 y 100% de formacién de brotes adventicios, es decir 12 y 15 brotes por
explante. El medio mas eficiente en el porcentaje de enraizamiento contenia 3.0
mg L1 de ANA, y mostr6 85 % de enraizamiento en la variedad Isd-28 y 97 % en

la variedad Isd-16.

Por su parte, Franklin et al. (2006) reportaron un método de regeneracion de un
hibrido de cafia de aztcar (CoC671), utilizando segmentos de nervadura central.
Ellos observaron numerosas estructuras globulares, las cuales se diferenciaron en
brotes adventicios cuando las nervaduras se cultivaron en un medio MS con 3 mg
L! de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 0.1 mg L'* de BAP mas 0.1 mg L de
acido naftalenacético (ANA). Obteniendo hasta un 90 % de segmentos

regenerados y 37 brotes en promedio después de 45 dias de cultivo.

Por otro lado, Nieves et al. (2006) desarrollaron un protocolo de micropropagacién
para embriogénesis somatica en Saccharum spp, utilizando 2,4-D (1.5 y 3 mg L)
en combinacion con un bioregulador denominado PECTIMORF (3, 5y 7 mg L),
utilizado para inducir y desarrollar el enraizamiento, estimular el crecimiento de
callo, catalizar la desagregacion en suspensiones celulares e incrementar el
desarrollo y vigor de las vitroplantas, asi como también activa mecanismos de
defensa de las plantas (Gonzalez-Suarez et al., 2000). La combinacion de 5 mg L

de PECTIMORF con 1.5 mg Lt de 2,4-D mostrd efecto positivo sobre el nimero de
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embriones por gramo de peso fresco y en la homogeneidad de éstos en los

estados mas avanzados de desarrollo (Nieves et al., 2006).

Por otra parte, Shimelis et a/. (2014) analizaron el efecto de la combinacion de BAP
y cinetina (0-3.0 y 0-1.0 mg L1, respectivamente), en la formacion de brotes
adventicios de las variedades C86-12 y C86-56. El nUmero mas alto de brotes por
explante (33.8) para la variedad C86-12 se observé con la combinacion de 1.5 mg
L't de BAP y 0.5 mg L! de cinetina; mientras que para la variedad C86-56 el
mayor numero de brotes por explante (25.6) se obtuvo con 1.5 mg L! de BAP y
1.0 mg L! de cinetina. La misma combinacién y las mismas concentraciones fueron
probadas por Tolera et al,, (2014) en las variedades B41-227 y N14. Estos autores
lograron el mayor nimero de brotes por explante (34 brotes) en la variedad B41-
227 con 1.0 mg L de BAP y 0.5 mg L cinetina y en N14 el mayor nimero de

brotes (21 brotes) lo obtuvieron con 2.0 mg L de BAP.

Sustratos

Burés (1998) define un sustrato como cualquier medio que se utilice para cultivar
plantas en contenedores. Por otra parte, Barbado (2005) refiere al sustrato como
todo material sélido distinto del suelo colocado en un contenedor que en forma
pura o de mezcla permite el desarrollo del sistema radical y crecimiento de la
planta. En lenguaje hidroponico, los sustratos son materiales en los cuales se

desarrollan las raices de las plantas, estos pueden ser sdélidos o liquidos.
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Las materiales que comiUnmente se utilizan como sustratos pueden ser de origen
organico o inorganico. Dentro de los organicos estan la cascarilla de arroz, aserrin,
fibra de coco, etc. En los sustratos inorganicos se encuentran el tezontle (lava
volcanica roja o negra), perlita, vermiculita, piedra pdmez, arena y escoria de

carbon, entre otros (Barbado, 2005).

Las caracteristicas del sustrato le pueden conferir propiedades como: composicion,
masa, densidad, rugosidad, estructura interna, forma, caracteristicas superficiales
y tamano. Las caracteristicas fisicas y quimicas de un sustrato se determinan por la
combinacion de la estructura que generan las particulas de un sustrato y las

caracteristicas del material (Burés, 1997).

Dentro de las propiedades fisicas de los sustratos se encuentra la porosidad, una
caracteristica que desde el punto de vista fisico distingue a los sustratos de los
suelos naturales, ya que los sustratos tienen en general mayor porosidad (poros de
mayor tamano). La porosidad se refiere a la propiedad que tiene algunos
materiales de dejar espacios vacios entre particulas y estos espacios estaran
ocupados por aire y agua. El valor éptimo de porosidad de un sustrato se sitlia
entre un 80 y 85%. El diametro de los poros condicionara la aireacion y retencion
de agua. La densidad, es la propiedad que indica la cantidad de masa por unidad
de volumen. Si se refiere al material sélido que lo compone se trata de densidad
real. Por otro lado, si se relaciona el componente sélido mas el espacio poroso se

trata de densidad aparente. Los valores de esta propiedad se prefieren bajos,
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entre 0.7 y 1 g/cm?3. La estructura de los sustratos puede ser, fibrosa como las de
origen vegetal o en forma de granos como las de origen mineral. La granulometria
es una caracteristica que influye en la capacidad de retencidon de agua ya que los
poros aumentan segun aumenta el tamano de las particulas del sustrato (Burés,

1997; Tello et al., 2004; Barbado, 2005).

Las propiedades quimicas de los sustratos estan dadas por la disolucion de los
propios sustratos, lo que desencadena en reacciones de intercambio de iones,
estas propiedades son principalmente el pH y la capacidad de intercambio

catidnico (CIC) (Burés, 1997).

Perlita

Es un material que se obtiene al exponer rocas volcanicas de silice a temperaturas
de 1000 a 1200°C y que luego sufren enfriamiento rapido (Cadahia, 2005). Se
presenta en forma de particulas blancas entre 1.5 y 6 mm, con una densidad baja,
posee una buena retencidon de agua de hasta cinco veces su peso y una elevada
porosidad, la CIC es nula y la durabilidad depende del tipo de cultivo (Terrés et a.,
2001). Es uno de los sustratos mas utilizados a gran escala por los productores y

es completamente inerte (http://www.hydrocultura.com.mx).
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Cuadro 2. Propiedades quimicas vy fisicas de la perlita (tomado de Zamora et al,,

2005; Pagés y Matallana, 1984).

pH MO CE Ca Mg K P Da Dr Porosidad
(%) dS.m?! mgL! mglL! mgL! mgL! gcm® gcmd total
8.0 137 0.11 16.6 10.09 1.56 0.11 0.18 1.03 95

CE: Conductividad eléctrica, MO: Materia organica, Da: Densidad aparente, Dr: Densidad real

Vermiculita

Se obtiene por la exfoliacién de mica sometida a temperaturas superiores a los 800
°C. Su densidad aparente es de 90 a 140 Kg m3, se presenta en escamas de 5 a
10 mm de longitud. Puede retener hasta 350 L m-3 de agua y posee alta capacidad
de aireacidon, aunque tiende a compactarse. La CIC de este sustrato es

practicamente nula (Terrés et al., 2001).

Cuadro 3. Propiedades quimicas y fisicas de la vermiculita (tomada de Pagés y

Matallana, 1984; Burés, 1997)

pH MO CE Ca Mg K P Da Dr Porosidad
(%) dS.m?! mgL! mgL! mgL! mgL?! gcm® gcmd total
7 896 0.02 175 390 31 3 0.146 2.52 94

CE: Conductividad eléctrica, MO: Materia organica, Da: Densidad aparente, Dr: Densidad real

Tezontle
El tezontle es una roca ignea extrusiva de origen volcanico que se origina por el
enfriamiento de lava, esta conformado de silicatos de aluminio y bidxido de hierro

(Raviv et al, 2002). Es un sustrato inerte, de alta porosidad y area superficial.
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Existen varios tipos de tezontle que se caracterizan por su viscosidad, color y
contenido de Fe, Mg, Ca y Mn esto se relaciona con la cantidad de silice en las
rocas y la temperatura de erupcion por tanto, sus caracteristicas fisicas se

determinan por su composicion mineraldgica (Raviv et a/., 2002)

Su textura es vesicular (porosa), es un material ligero, poco resistente, con buen

drenaje, casi no aporta nutrientes, guarda el calor, no es permeable ni aislante.

En México el tezontle es ampliamente utilizado en la produccién de hortalizas y
flores en cultivos hidropdnicos (Vargas et al, 2008), por su bajo costo,
disponibilidad y caracteristicas fisicas que varian con respecto al tamafo de

particula (Anicua, 2008).

Cuadro 4. Propiedades fisicas y quimicas del tezontle (tomada de Garcia et al,

2001)
pH MO CE Ca Mg K P Da Dr Porosidad
(%) dS.m?! mgL! mgL! mgL! mgL! gcm® gcm? total
6.9 <1 2.7 48 30 580 7.6 042 224 63

CE: Conductividad eléctrica, MO: Materia organica, Da: Densidad aparente, Dr: Densidad real

Micropropagacion utilizando sustratos

En el cultivo /n vitro de seis clones de nogal (D152, G1, MR8, MR9, HA3-1, HA2-
13) se obtuvieron porcentajes mas altos de enraizamiento (100 %), numero de

raices primarias (231) y raices secundarias (14) a partir de microesquejes
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cultivados en una mezcla de gelificante diluido, medio DKW a %2 de concentracion
de macroelementos y vermiculita 250:200 (v/v) que en los microesquejes crecidos

en agar (Jay-Allemand et al., 1992).

Afreen-Zobayeb et al. (2000) probaron una mezcla de vermiculita y pulpa de papel
como material de soporte para la micropropagacion autotrdfica de plantulas de
papa (lpomea batatas). El estudio reveld que las plantas cultivadas en la mezcla
de vermiculita y pulpa de papel mostraron mayor crecimiento, peso seco de
hojas, tallos, raices, tasa fotosintética que las plantas crecidas en los medios de

cultivos gelificados con agar.

El uso de bagazo de cafia de azlicar como sustituto de agar, mostré mejores
resultados en el porcentaje de enraizamiento (100 %), nimero de raices por
explante (25 raices) y longitud promedio del brote (4.6) en microesquejes de
manzana (Malus prunifolia), a los 38 dias de cultivo en medio MS a la mitad de
concentracion de sales y adicionado con 0.09 mg L de AIB, observaron también
que el tamafo de particula tuvo un impacto significativo en los parametros
evaluados, presentandose los mejores resultados en particulas menores de 0.18

mm (Mohan et al., 2004).

Martinez-Hernandez et al. (2006) evaluaron la germinacion, multiplicacion,
enraizamiento y supervivencia /in vitro de tres patrones de citricos (Citrus
volkameriana, Citrus swingle y C-35 cultivados en medio MS vy sustratos inertes

(vermiculita, perlita y tezontle). Los mejores resultados para los tres patrones en
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cuanto a la germinacién y enraizamiento se observaron en vermiculita, la maxima
tasa de multiplicacion se obtuvo en vermiculita (Gitrus volkameriana y C-35) y
tezontle, (Gitrus swingle) y el mayor porcentaje de supervivencia se encontrd con

la vermiculita.

Por otra parte, Flores (2013), desarrollé un protocolo de regeneracion /n vitro de
dos especies de orquidea (Laelia anceps y Epidendrum sp.) utilizando perlita,
tezontle y fibra de coco. Respecto a la longitud de los brotes los mejores
resultados se observaron a los 45 dias en la mezcla de perlita-tezontle; sin
embargo, a los 90 dias la longitud fue mayor en fibra de coco-tezontle y agar.
Para el nimero de hojas y raices no existieron diferencias significativas entre los

distintos sustratos a los 45 y 90 dias.

Por otro lado, Jimarez (2014) implementd un protocolo de regeneracién in vitro de
plantas de chile habanero variedad Naranja con sustratos. Los mejores resultados
en supervivencia se obtuvieron con la combinacién MS y perlita-tezontle (99 %),
para la induccion de brotes a partir de embriones, la mejor combinacion fue
vermiculita-perlita con 3.16 brotes en promedio, para la fase de enraizamiento las
combinaciones que alcanzaron el 100% de brotes enraizados fueron perlita-
tezontle con MS (100 y 25 %) y vermiculita-perlita con Arnon y Hoagland,
Finalmente en la fase de aclimatacion, las plantas provenientes de sustratos en

comparacion con agar, exhibieron mejor comportamiento y supervivencia ex vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion fisica de sustratos

Se realizd la caracterizaciéon fisica de tres sustratos tezontle (T), perlita (P) y
vermiculita (V), asi como las mezclas de ellos, en proporciones 1:1, 1:2 y 2:1 con

un tamafio de particula de 0.25 mm.

Determinacion de densidad aparente (Da)

Para la determinacion de densidad aparente (Da) se aplico la formula de masa

sobre volumen.

m
D=—
v
Para determinar el volumen, se emplearon permeametros (cilindros con
perforaciones en la base) en los cuales se selld el drenaje con cinta adhesiva;
posteriormente, se registrd el peso del permeametro vacio, y luego se llend con

agua, registrandose el peso; a este Ultimo valor se le restd el peso inicial, el valor

obtenido corresponde al volumen del permeametro.

La masa se determind, saturando los sustratos en recipientes con agua durante 24
h, una vez saturados, los permeametros se llenaron a su maxima capacidad con el
sustrato saturado y se registrd el peso, posteriormente, se retiraron las cintas
adhesivas y se esperd a que se drenara por completo, se registré nuevamente el

peso del permeametro con el sustrato ya drenado. Después, las muestras se
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colocaron en charolas de aluminio etiquetadas (registrando el peso de la charola
vacia) y se colocaron en una estufa a temperatura constante (70 °C por 24 h), las
muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se registré nuevamente el peso.
La masa del sustrato resulté de la diferencia del peso total de la charola con el
sustrato menos el peso de la charola vacia. El valor de Da se obtuvo con la

siguiente formula:

peso seco de la muestra

DA =
volumen del permeametro

Determinacion de porosidad

En la determinacién de porosidad total (Pt), porosidad de aireacién (Pai) y

retencion de humedad (Rh) se manejaron las siguientes formulas.

Volumen total de poros (%)= Ps.sa - Ps.s
% Pt = (volumen total de poros/Vp) * 100
Vai = Ps.sa — Ps.d

% Pai = (Vai/Vp) *100

% Rh = % Pt - % Pai

Vp= Volumen del permeametro

Vai= Volumen de aireacion

Ps.sa= Peso del sustrato saturado

Ps.d = Peso del sustrato drenado

Ps.s = Peso del sustrato seco
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Pt =Porosidad total

Pai = Porosidad de aireacion

Rh = Retencion de humedad

Determinacion del porcentaje de retencion de humedad

Para determinar la retencion de humedad se utilizd el método propuesto por De
Boodt et al. (1974) y Ansorena (1994), que se basa en aplicar tensiones de 0 a
100 cm a los sustratos saturados, los cuales se colocaron en embudos. En las
curvas de retencién de humedad se consideraron los siguientes parametros (Burés,
1997): agua dificilmente disponible (ADD), es el agua que queda retenida en el
sustrato tras aplicar una tensién de 100 cm de columna de agua; agua de reserva
(AR), es el porcentaje en volumen de agua que se libera entre 50 y 100 cm de
columna de agua de tensidn sobre el sustrato; agua facilmente disponible (AFD),
es el porcentaje en volumen de agua que se libera entre 10 y 50 cm de tension
en columna de agua sobre el sustrato; agua no disponible (AND), es el porcentaje
en volumen de agua que se libera al aplicar una tensién de 0-10 cm de columna

de agua.
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Micropropagacion
Experimento 1. Induccion de brotes adventicios

Material vegetal
Se utilizaron brotes adventicios de 1.5 cm de longitud (explantes) regenerados /n

vitro de las variedades Mex 79-431 y L 60-14.

Medio de induccion de brotes adventicios

Cinco explantes se colocaron en frascos de vidrio de 150 mL de capacidad que
contenian 30 mL de la mezcla de sustrato vermiculita-perlita (3:1) con tamafio de
particula 0.5 mm previamente caracterizada por Jimarez (2014) y vermiculita-
perlita (2:1) con tamafo de particula de 0.25 mm y saturada con 30 = 5 mL de
tres medios de cultivo: 1) sales basales de Murashige y Skoog (1962) (MS)
(testigo); 2) sales MS con 2 mg L'* de BAP y 0.1 mg L de cinetina y 3) Sales MS
con 0.5 mg L! de thidiazuron (TDZ). El tratamiento testigo no contenia

reguladores de crecimiento y fue gelificado con 7 g L de agar.

Todos los medios fueron suplementados con 20 g L de sacarosa; el pH de los
mismos se ajustd a 5.7 + 0.1 y se esterilizaron en una autoclave a 121 °C durante
20 min. Después de 30 dias de iniciado el cultivo se evalud el porcentaje de
supervivencia de los explantes, el nimero de explantes que formaron brotes

adventicios y el nimero de brotes que se formd en cada explante.
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Condiciones de cultivo
Todos los cultivos permanecieron en una camara de crecimiento a 25 + 2 °C,

fotoperiodo de 16 h, e intensidad luminica de 25 pmol m=2 st,

Diseio experimental

Para la induccién y multiplicacion de brotes se utilizd un disefio factorial con tres
factores: variedades (2), sustratos (3) y medios de cultivo (3) con 5 repeticiones
por tratamiento. Cada unidad experimental consisti6 en un frasco con cinco
explantes (1 repeticidn). Para el analisis de resultados se utilizd el programa SAS
System 9.0 y la comparacion de medias se realizd mediante la prueba de Tukey (P

< 0.05).

Experimento 2. Enraizamiento de brotes adventicios

Material vegetal
Se utilizaron brotes adventicios de 1.5 cm de longitud (explantes) de las
variedades Mex 79-431 y L 60-14, regenerados /n vitro en medio MS con 30 g L*!

de sacarosa gelificado con 7 g L ! de agar.

Medio de enraizamiento

Tres nuevos brotes adventicios de 2 cm de longitud fueron colocados en cada
frasco de vidrio de 150 mL de capacidad que contenian 30 mL de la mezcla de
sustrato vermiculita-perlita (3:1) con tamafo de particula 0.5 mm y vermiculita-
perlita (2:1) con tamafno de particula de 0.25 mm, saturados con medio MS con o

sin 1 mg L de acido indolbutirico (AIB) y 20 g L™! de sacarosa. En este medio los
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brotes permanecieron 10 dias y posteriormente se transfirieron a un medio fresco
sin reguladores de crecimiento y los mismos sustratos. A los 20 dias se evalud el
porcentaje de supervivencia, el porcentaje de enraizamiento y el nimero y

longitud de raices que formé cada brote.

Condiciones de cultivo
Todos los cultivos permanecieron en una camara de crecimiento a 25 + 2 °C,

fotoperiodo de 16 h, e intensidad luminica de 25 pmol m2 s1,

Diseiio Experimental

Para la fase de enraizamiento se utilizd un disefio factorial con tres factores:
variedades (2), sustratos (3) y medios de cultivo (2). Cada tratamiento consistio de
diez repeticiones, considerando como unidad experimental un frasco con tres
brotes adventicios. Para el analisis de resultados se utilizo el programa SAS System

9.0 y para la comparacién de medias se utilizo la prueba de Tukey (P < 0.05).

Aclimatacion

Las plantas regeneradas se extrajeron del frasco que las contenia y sus raices se
lavaron con agua corriente hasta eliminar completamente el agar o el sustrato
adherido a ellas, posteriormente se sumergieron en 1 g L de solucion fungicida
(Ridomil Gold®, Syngenta, México) durante 5 min. Después, las plantas se
colocaron en vasos de poliestireno (unicel) de 250 mL con peat moss (Agrolita ®)
previamente humedecido a capacidad de campo. Los vasos se cubrieron con

bolsas de polietileno transparente, las cuales se sujetaron con una liga para
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mantener la humedad constante durante cuatro dias. Después del cuarto dia a la
bolsa se le hicieron perforaciones hasta que esta fue retirada. Las plantas se
regaron de acuerdo a sus requerimientos y cada 15 dias se aplico fertilizante
(Miracle-Growth® All Purpose, Scotts Miracle-Gro Company, Marysville, OH,
EE.UU.) a una concentracion de 1 g L1, Cada 16 dias durante dos meses se evalud
la supervivencia de las plantas, la longitud del tallo, el nimero de las hojas y el

diametro de tallo.

Diseiio Experimental

Para la fase de aclimatacion se utilizd un disefio factorial con tres factores:
variedades (2), sustratos (3) y medios de cultivo (2). Cada tratamiento consistio de
diez repeticiones, considerando como unidad experimental un recipiente de
poliestireno con una planta. Para el andlisis de resultados se utilizd el programa
SAS System 9.0 y para la comparacion de medias se utilizd la prueba de Tukey (P

< 0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1. Induccion de brotes

Supervivencia

Efecto de la variedad

La supervivencia de la variedad L 60-14 fue significativamente mayor (92%) a la
observada para Mex 79-431 (Figura 5). La informacion acerca del cultivo in vitro
de estas dos variedades es muy limitada. Sin embargo, la experiencia en campo
evidencia que las industrias cafieras mexicanas prefieren entre estas dos
variedades las caracteristicas de Mex 79-431, ya que supera en superficie
sembrada a la variedad L 60-14 (Salgado et al, 2012). Los hibridos de cafia en
una regién determinada, no muestran el mismo comportamiento cuando se
cultivan en otro lugar. Por lo tanto, su comportamiento, adaptabilidad vy
rendimiento estan en funcion de las condiciones ambientales en donde se
desarrollan (Flores, 2001). Con base en lo anterior, podemos afirmar que en
condiciones controladas como es el cultivo /n vitro y en contraste con lo que se
presenta en campo, la variedad L 60-14 muestra mayor vigor y por lo tanto mayor

resistencia en dichas condiciones.
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Figura 5. Supervivencia de los brotes adventicios por efecto de la variedad (Mex
79-431 y L 60-14) en cafa de azlcar después de 30 dias cultivados en
distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son

estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Efecto del sustrato

La supervivencia de los brotes cultivados en la mezcla de vermiculita-perlita con
tamafio de particula 0.25 mm (S2) promovié valores de supervivencia
estadisticamente iguales a la de los brotes crecidos en un medio gelificado con
agar, en tanto que aquellos que permanecieron en vermiculita-perlita con tamafio
de particula 0.5 mm sobrevivieron en menor proporcion (Figura 6). La alta
supervivencia registrada en los explantes cultivados en la mezcla de sustratos con
un tamafo de particula 0.25 mm, podria deberse a que este tamafio al tener
menos espacios de aire que el tamafno de particula de 0.5 mm, brinda mejor
soporte al explante, favorece el contacto del medio de cultivo con explante, la
disposicion de los nutrimentos del medio de cultivo y con ello el crecimiento. En

contraste, Jimarez (2014) obtuvo porcentajes de supervivencia mayores al 90%
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cuando germind /in vitro semillas de chile habanero (Capsicum chinense) en una

mezcla perlita-vermiculita 3:1 (0.5 mm).

En la propagacion /in vitro de cafia de azlcar es muy comlUn que se presente
oxidacion debido a la liberacidén de fenoles. Una practica comun para reducir esta
respuesta es la adicidbn de agentes antioxidantes (cisteina, acido citrico, acido

ascoérbico) o el cambio continuo de las plantas a medios frescos (Parreio, 2012).

Los resultados obtenidos permitieron observar que la oxidacion fendlica fue
considerablemente menor en los explantes cultivados en sustratos que en los
medios con agar, debido a que la oxidacién es causada por la liberacion de fenoles
al medio de cultivo, estos compuestos son exudados por las heridas del tejido
dentro del medio y son atrapados por el agar, promoviendo una acumulacién que
se manifiesta como una mancha negra alrededor del explante (George, 1993). Los
sustratos por otro lado, permiten un balance entre la aireacién y la disponibilidad
de agua, (Jay-Allemand et al, 1992) favoreciendo la difusién de oxigeno, la
respiracion de las raices y la reduccion de la oxidacion (Chavarria et al, 1999;
Labrousse et al., 2012). Utilizar sustratos reduce los problemas de aireacion y de
oxidacion, ademas de que reduce costos por adicion de antioxidantes y por
cambios continuos de medio de cultivo para evitar la intoxicacién por fenoles

oxidados.
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Figura 6. Supervivencia de los brotes adventicios por efecto del sustrato en dos
variedades de cafa de azicar después de 30 dias cultivados en distintos
medios y sustratos. Valores con letras distintas son estadisticamente
diferentes (Tukey, P < 0.05). A: agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm);

S2: vermiculita-perlita 2:1 (0.25 mm).

Efecto del medio de cultivo

Fue posible observar valores por arriba del 80% de supervivencia en los explantes
que fueron cultivados en los distintos medios probados (Figura 7); no obstante, no
se encontraron diferencias estadisticas entre ellos. Lo anterior indica que los
distintos reguladores de crecimiento con los que se suplementaron los medios no
influyeron significativamente en la supervivencia. En contraste, en Geophila
macropoda (oreja de ratdn) se observd que al incrementar las concentraciones de
BAP aumenté el niumero de explantes hiperhidratados y oxidados (Martinez-
Hernandez et al.,, 2006; Vargas-Castillo et a/,, 2010). Las plantas hiperhidratadas u
oxidadas usualmente mueren, debido a que la fotosintesis y respiracion no se

llevan a cabo correctamente (Ziv, 2000).
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Figura 7. Supervivencia de los brotes adventicios por efecto del medio de cultivo
en dos variedades de cafia de azlcar después de 30 dias cultivados en
distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05). M1: MS sin reguladores; M2:

MS, 0.1 mg L cinetina, 2.0 mg L1 BAP; M3: MS, 0.5 mg L' TDZ.

Efecto de la interaccion variedad, sustrato y medio de -cultivo
(tratamientos)

Sélo se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos L-AM1, L-AM2,
L-AM3, M-AM3, L-S1M1, M-S1M2, M-S2M1, L-S2M1, L-S2M2, L-S2M3 vy el
tratamiento M-S1M1 (Mex 79-431, vermiculita-perlita 0.5 mm y medio 1). En los
primeros tratamientos se obtuvo hasta 100% de supervivencia, mientras que en el
M-S1M1 Unicamente 33% de los explantes sobrevivié (Figura 8). El hecho de que
en ambas variedades obtuvieran altos valores de supervivencia al utilizar sustratos,
indica que esta variable no es afectada significativamente por éstos. La
supervivencia estd determinada por diversos factores entre los que se pueden

mencionar estrés, edad, genotipo del material vegetal, concentracién de los
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componentes del medio de cultivo, contaminacion por la seleccion de un método

no adecuado de desinfestacion, falta de oxigenacion en el medio, en otros.
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Figura 8. Supervivencia de los brotes adventicios por efecto de la interaccién
(tratamiento) en dos variedades de cana de azlUcar después de 30 dias
cultivados en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, P <0.05) M: Mex 79-431; L: L 60-14;
A: Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm); S2: vermiculita-perlita 2:1

(0.25 mm); M1: sin reguladores; M2: 0.1 mg L cinetina, 2.0 mg L BAP;

M3: 0.5 mg Lt TDZ.
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Numero de brotes por explante

Efecto de la variedad.
Los explantes de la variedad Mex 79-431 formaron un numero de brotes por

explante significativamente mayor (0.8) que la variedad L 60-14 (Figura 9).

Lo anterior, mostr6 que para esta variable el genotipo si tuvo un efecto
significativo, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Tolera et al.
(2014) y Shimelis et a. (2014) en cana de azlcar, quienes encontraron
diferencias en cuanto a la formacion de brotes entre las variedades B41-227 vy
N14, asi como en la C86-12 y C86-56, respectivamente. Es interesante mencionar
que a pesar del bajo porcentaje de supervivencia que presentd la variedad Mex 79-

431, formd mayor numero de brotes por explante que la L 60-14.

Del comportamiento de estas variedades en condiciones /n vitro se conoce muy
poco; sin embargo, se sabe que en campo la variedad L 60-14 tiene un abundante
amacollamiento y en Mex 79-431 se considera bueno (Flores, 2001). Lo que indica
que el comportamiento de cada variedad puede cambiar de acuerdo a las

condiciones ambientales.

41



0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0
MEX 79-431

Seriesl 0.8

[]
-
[=
£
Q.
x
(}]
—
o
Q
(%]
(]
=
o
-
e}
7]
©
o
=
[}
E
=]
2

Variedad

Figura 9. NUmero de brotes por explante por efecto de la variedad (Mex 79-431 y
L 60-14) en cana de azlcar después de 30 dias de cultivo en distintos
medios y sustratos. Valores con letras distintas son estadisticamente

diferentes (Tukey, P < 0.05).

Efecto del sustrato

El ndmero de brotes formados por los explantes cultivados en los medios
gelificados con agar fue estadisticamente superior (1.0) que el de aquellos crecidos
en los sustratos 1y 2 (S1y S2) (Figura 10). Es decir, los dos sustratos probados se
comportaron de la misma manera y resultaron menos eficientes que el agar para
permitir la formacidon de brotes adventicios. Aunque los valores promedio en
sustratos son bajos con respecto a agar, hasta el momento no se han reportado
estudios acerca de la utilizacién de sustratos /n vitro para la multiplicacion de estas

dos variedades.
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Figura 10. NUmero de brotes por explante por efecto del sustrato en dos
variedades de cafna de azUcar después de 30 dias de cultivo en distintos
medios y sustratos. Valores con letras distintas son estadisticamente
diferentes (Tukey, P <0.05). A: Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm);

S2: vermiculita-perlita 2:1 (0.25 mm).

Martinez-Hernandez et al. (2006) no observaron diferencias significativas en la
respuesta de los portainjertos de citricos (Citrus volkameriana, C. swingle'y C-35)
cuando se cultivaron en sustratos inertes (vermiculita, perlita y tezontle) o agar, ya

que afirman que, su funcion principal es de soporte para los explantes.

Por otra parte, con respecto al nimero de brotes, es posible que al reducir el
tamano de la particula, se reduce también la porosidad y haya mayor retencion de
humedad en las particulas del sustrato, de esta manera no se promueve una

adecuada movilidad y disponibilidad de los nutrimentos en el medio (Marulanda et
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al, 2000). De acuerdo con lo reportado por Jimarez (2014), la mezcla de
vermiculita-perlita con tamafio de particula de 0.5 mm (sustrato 1) resultd ser el
mejor para la formacién de primordios de brote en explantes de hipocotilo de chile

habanero (Capsicum chininse).

Efecto del medio de cultivo

Los explantes cultivados en el medio M2 (2.0 mg L! BA, 0.1 mg L! cinetina)
formaron un numero de brotes por explante estadisticamente igual que los
crecidos en el medio M3 (0.5 mg L' TDZ) (0.7-0.8), pero superior al de los
explantes que permanecieron en el medio M1 (sin reguladores) (Figura 13). En
contraste, Shimelis et al (2014) obtuvieron 16 brotes por explante en la variedad
C86-12 cuando éstos se cultivaron en un medio con la misma concentracidon de
reguladores del medio M2 (2 mg L' de BAP y 0.1 mg L de cinetina) y 12.8 brotes
en la variedad C86-56. Asimismo, Tolera et al. (2014) con esta misma combinacion
y concentracion de reguladores de crecimiento obtuvieron 3.5 brotes por explante
para la variedad B41-227 y 16.5 brotes por explante en la variedad N14. Por otro
lado, Baksha et a/ (2002) encontraron que cultivar meristemos de la variedad Isd-
28 en un medio similar al M2 indujeron la formacién de 3 brotes por explante;
aungue observaron un numero mayor de brotes por explante (5 brotes) con la

combinacion de 2 mg L't de BAP y 0.5 mg L! de cinetina.
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Cabe sefialar, que en el medio M2 con agar se presentaron abundantes brotes en
forma arrocetada cuyas hojas eran rizadas y quebradizas (anormales),
caracteristica que impidio individualizarlos (Figura 11). Esto se vio reflejado en un
bajo nimero de brotes por explante, puesto que en la evaluacion y analisis sélo se

consideraron los brotes normales.

Figura 11. Brotes arrocetados de la variedad Mex 79-431 de cafia de azlcar

obtenidos en el medio M2 con agar.

Las hojas de los macollos obtenidos ademas mostraban signos de vitrificacion,
también llamada hiperhidricidad. La vitrificacién es un desorden fisioldgico que se
observa cuando hay un aumento en el contenido de agua en los tejidos y puede
estar influenciada por el agente gelificante (Franck et al, 2004). Dicha
anormalidad también se puede atribuir a las altas concentraciones de los
reguladores de crecimiento y su interaccion con la variedad. En varias especies se

ha observado que concentraciones mayores a 2 mg L1 de BAP provocan una
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disminucién en el niumero de brotes e incrementan la frecuencia de explantes
hiperhidratados y oxidados (Chavarria et al, 1999; Vargas-Castillo y Abdelnour-

Esquivel, 2010).

Por otro lado, el TDZ es un compuesto sintético que puede actuar como citocinina
0 auxina, y esta relacionado con la respuesta morfogénica (Murthy et a/., 1998).
Pertenece al grupo de las fenilureas, sustancias conocidas por su alta accién como
citocinina, y actla estimulando la sintesis de citocininas enddgenas y de otros

metabolitos afines a ellas (Mok et al., 1982).

En algunas especies como Tillansia macdougalli, Tillansia violacea, Echeveria
pumila cv. Glauca y Saccharum spp. hibrido cv. CP84-1198, el TDZ promovid
mayor numero de brotes por explante y un nimero de hojas que otros reguladores
de crecimiento como cinetina, 2,4-D o AIA (Gallo-Meagher et al, 2000; Vasquez,
2014; Bulbarela, 2014). En contraste, Pérez et al. (2002) mencionan que el uso de
este compuesto produjo brotes atrofiados, achaparrados y amarillentos en la

variedad Enana Roja Cubana EEA 18-40 de guayabo (Psidium guajava L.).

En la presente investigacion los brotes obtenidos en el medio que contenia TDZ

(M3) no mostraron anormalidades en ninguna de las dos variedades estudiadas

(Figura 12).
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Figura 12. Brotes normales de dos variedades de cafa de azlcar obtenidos en el

medio M3 y agar. A. L 60-14. B. Mex 79-431.
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| E Series1 . 0.7
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Figura 13. Numero de brotes por explante por efecto del medio de cultivo en dos
variedades de cana de azlcar después de 30 dias de cultivo en distintos
medios y sustratos. Valores con letras distintas son estadisticamente
diferentes (Tukey, P < 0.05). M1: sin reguladores; M2: 0.1 mg L cinetina,

2.0 mg L' BAP; M3: 0.5 mg L' TDZ.

47



Efecto de la interaccion entre variedad, medio de cultivo y sustrato
(tratamientos)

Los resultados permitieron observar que la combinaciéon del medio M2 (2.0 mg L
de BA y 0.1 de cinetina) y agar, en la variedad Mex 79-431 fue superior (2.1) a
todos los tratamientos probados, a excepcion de la combinacion del medio M3 (0.5

mg L TDZ), agar y ambas variedades (2.0 y 1.1, respectivamente) (Figura 14).
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Figura 14. Numero de brotes por explante por efecto de la interaccidn
(tratamientos) en dos variedades de cafia de azlcar después de 30 dias de
cultivo en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, P <0.05). M: Mex 79-431; L: L 60-14; A:
Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm); S2: vermiculita-perlita 2:1 (0.25
mm); M1: sin reguladores; M2: 0.1 mg L cinetina, 2.0 mg L'! BAP; M3: 0.5

mg L1 TDZ.
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El hecho de que los valores maximos en ambas variedades, se obtuvieron en los
medios M2 y M3 ambos gelificados con agar, podria indicar que el niumero de
brotes normales por explante no fue afectado significativamente por el medio de
cultivo, pero si por los sustratos, ya que cuando estos mismos medios se
combinaron con cualquiera de los sustratos probados se observd menor respuesta.
Por otra parte, la anormalidad (arrocetamiento) que se presentd en los brotes en

el medio de cultivo M2, se vio erradicada en combinacidn con los sustratos.

Explantes que formaron brotes

Efecto de la variedad

En la Figura 15 se observa que 46% de los explantes de la variedad Mex 79-431
formaron brotes adventicios, valor que fue significativamente superior que el
mostrado por la variedad L 60-14, es decir, esta variable de respuesta fue afectada
por el genotipo. Al respecto, Digonzelli et al. (2006) evidenciaron diferencias en
cuanto al comportamiento /in vitro de tres variedades de cana de azucar (CP 65-
357, LPC 85-384 y CP 48-103) para la brotacién de yemas, mostrando mejor

brotacién la variedad CP 65-357 en condiciones in vitro que las otras dos.

La madurez es una caracteristica agrondmica en cafia de azlcar que se presenta
en campo, se sabe que no todas las variedades maduran en la misma época
aungue sean influenciadas por los mismos factores, razén por la cual se ha

establecido una clasificacién de variedades de acuerdo a su madurez (precoz o
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temprana, intermedia y tardia). Aunque esta caracteristica agrondmica se refiere a
una etapa avanzada en el cultivo que no es posible observar in vitro, si muestra
gue existe una respuesta fisioldgica dependiente del genotipo. La variedad Mex 79-
431 es considerada de madurez media y L 60-14 de madurez temprana (Flores,
2001; Salgado et al., 2013). De acuerdo a los resultados obtenidos se observa que
en condiciones /n vitro ocurre lo contrario, la variedad Mex 79-431 respondio

mejor que la L 60-14.
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Figura 15. Porcentaje de explantes que formaron brote por efecto de la variedad
(Mex 79-431 y L 60-14) en cafa de azUcar cultivados después de 30 dias en
distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son

estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Efecto del sustrato
No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de explantes que

formaron brotes entre los cultivados en vermiculita-perlita de tamafio de particula
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0.25 mm (S2) y aquellos crecidos en agar (A) (Figura 16). En tanto que los
explantes cultivados en vermiculita-perlita (0.5 mm) mostraron los valores mas

bajos.

Es decir que, el tamano de particula influyd en esta variable de respuesta. La
porosidad determina la capacidad de retencién y movimiento del agua que son
importantes para el crecimiento de las plantas. Esta propiedad fisica estd
relacionada con el tamafio y distribucion de particulas (Adler, 1992; Terés et al.,
1995). Del tamafio de particula depende el contacto y proximidad entre ellas, asi
como la relacién agua-aire. La perlita es un material rigido que no se comprime
con facilidad, por lo que tiene una buena porosidad y por lo tanto provee de una

mejor aireacién al sustrato.

Anicua et al (2009) observaron que el mayor porcentaje de porosidad
interparticulas (entre particulas) en perlita, se presentd en las de tamafios
menores a 0.13 mm vy la porosidad intraparticulas (poros en la misma particula de
sustrato) obtuvo el valor mas bajo al mismo diametro de 0.13 mm. De acuerdo a
los resultados, el tamafio de particula 0.25 mm proporciond un balance mas
adecuado de agua-aire, asi como mayor porosidad intraparticulas que permite una
mayor disponibilidad del medio de cultivo para las plantas y por consiguiente una

mejor respuesta para la inducidn de brotes que un tamano de 0.5 mm.
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Figura 16. Porcentaje de explantes que formaron brote por efecto del sustrato en
dos variedades de cafia de azUcar cultivados después de 30 dias en distintos
medios y sustratos. Valores con letras distintas son estadisticamente
diferentes (Tukey, P < 0.05). A: Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm);

S2: vermiculita-perlita 2:1 (0.25 mm).

Efecto del medio de cultivo

A diferencia de lo que se observo en la variable nUmero de brotes por explante, no
se presentaron diferencias significativas con respecto al porcentaje de explantes
que formaron brotes entre los tres medios probados, obteniéndose valores entre
29 y 44% (Figura 17). Lo anterior indica que la presencia de reguladores de
crecimiento no tuvo un efecto significativo en esta variable y que ésta también fue
independiente del tipo y concentracion de estos compuestos en el medio de

cultivo.
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Valores similares de explantes que formaron brotes se obtuvieron por Karim et al.
(2002) cuando cultivaron las nervaduras de la hoja de plantas de las variedades
Isd- 28 e Isd- 16 de cafa de azlcar en medio con 1.0 mg L de cinetina (42 y 45
%), 0 1.0 mg L' de BAP (60 y 75%). Pero, los valores mas altos de explantes con
brotes se lograron con la combinacidon de 1.0 mg L de BAP y 0.5 mg L de AIB
(92 y 100 %). Dado lo anterior, se infiere un efecto sinérgico entre auxina y

citocinina para promover un mayor porcentaje de explantes que formaron brotes.
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Figura 17. Porcentaje de explantes que formaron brote por efecto del medio de
cultivo en dos variedades de cafia de azlcar cultivados después de 30 dias
en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05). M1: sin reguladores; M2: 0.1

mg L cinetina, 2.0 mg L' BAP; M3: 0.5 mg L! TDZ.
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Efecto de la interaccion entre variedad, medio de cultivo y sustrato
(Tratamientos).

Sélo fue posible encontrar diferencias significativas en el porcentaje de explantes
que formaron brotes entre aquellos de la variedad Mex 79-431, crecidos en el
medio M3 (0.5 mg L 1 TDZ) gelificado con agar (92%) y los explantes de la
variedad L 60-14 cultivados en el medio M3 y vermiculita-perlita (0.5 mm) (S1)

(8%) (Figura 18).
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Figura 18. Porcentaje de explantes que formaron brote por efecto de la interaccién
(tratamientos) en dos variedades de cana de azlcar cultivados después de
30 dias en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05). M: Mex 79-431; L: L 60-14;
A: Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm); S2: vermiculita-perlita 2:1
(0.25 mm); M1: sin reguladores; M2: 0.1 mg L cinetina, 2.0 mg L' BAP;

M3: 0.5 mg Lt TDZ.
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El hecho de que en este mismo medio y sustrato, un mayor nimero de explantes

de la variedad Mex 79-431 formaran brotes, indica la influencia del genotipo en la

respuesta.

Experimento 2. Enraizamiento

Supervivencia

Efecto de la variedad

Los resultados obtenidos en la presente investigacion no mostraron diferencias

significativas entre las dos variedades estudiadas con respecto a la supervivencia

durante el enraizamiento. Los valores para esta variable oscilaron entre el 85y 86

% (Figura 19).
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Figura 19. Porcentaje de supervivencia de los brotes adventicios por efecto de la

variedad (Mex 79-431 y L 60-14) en cafia de azlcar cultivados durante 30

dias en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son

estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Efecto del sustrato

No se encontraron diferencias estadisticas en la supervivencia de los brotes
cultivados en los sustratos y el agar (Figura 20). Lo anterior significa que ambos
sustratos pueden utilizarse como sustitutos del agar permitiendo que una alta
proporcion de brotes adventicios sobrevivan. Asimismo, poder utilizar sustratos
como soporte durante el enraizamiento puede reducir los costos. Diaz et a/. (2004)
mencionan que la aireacion del suelo (en este caso de los sustratos) favorece la
maxima absorcion de elementos esenciales (N, P, K, Ca, Mg, Cl, B, Zn, Cu, Fe y

Mn) para el crecimiento y por lo tanto supervivencia de las plantulas.
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Figura 20. Porcentaje de supervivencia de los brotes adventicios por efecto del
sustrato en dos variedades de cafia de azlcar cultivados durante 30 dias en
distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, P <0.05). A: Agar; S1: vermiculita-

perlita 3:1 (0.5 mm); S2: vermiculita-perlita 2:1 (0.25 mm).
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Efecto del medio de cultivo

La supervivencia de los explantes cultivados en un medio con AIB (R2) no fue
significativamente mayor que la de aquellos cultivados en un medio carente de

este (R1); es decir, la supervivencia no esta determinada por la presencia de

auxinas en el medio (Figura 21).
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Figura 21. Porcentaje de supervivencia de los brotes adventicios por efecto del
medio de cultivo en dos variedades de cafa de azlcar cultivados durante 30
dias en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son

estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05). R1: sin reguladores; R2: 1

mg L1 AIB.

Efecto de la interaccion entre variedad, medio de cultivo y sustrato
(Tratamientos).

El andlisis de los resultados no permitié encontrar diferencias estadisticas para esta

variable entre los distintos tratamientos probados (Figura 22). Lo anterior significa
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que la supervivencia de los explantes no estuvo en funcién de la variedad, del

medio (AIB), ni del sustrato.
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Figura 22. Porcentaje de supervivencia de los brotes adventicios por efecto de la
interaccidon (tratamientos) en dos variedades de cafia de azlcar cultivadas
durante 30 dias en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas
son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05) M: Mex 79-431; L: L 60-
14; A: Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm); S2: vermiculita-perlita 2:1

(0.25 mm); R1: sin reguladores; R2: 1 mg Lt AIB.

Porcentaje de enraizamiento

Efecto de la variedad

El crecimiento y desarrollo de las plantas depende en gran medida de su sistema
radical (Salgado-Garcia et al, 2013), las raices se encargan de la absorcion y

transporte de agua y sales minerales que obtienen del suelo. Asimismo,
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proporcionan anclaje y pueden almacenar materiales de reserva (Subirds, 2000).

En cafa de azlcar el 80% de las raices se encuentra cerca de la superficie

(Villegas, 2010).

El porcentaje de enraizamiento de la variedad L 60-14 fue significativamente
mayor (94%) que el de la variedad Mex 79-431 (Figura 23); es decir, la capacidad
de enraizamiento de los brotes estuvo influenciado por la variedad. Se han

observado diferencias en cuanto al desarrollo radical entre variedades (Valdez y

Rodriguez, 1981).
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Figura 23. Porcentaje de enraizamiento de los brotes adventicios por efecto de la
variedad (Mex 79-431 y L 60-14) en dos variedades de cafia de azlcar
cultivados después de 30 dias en distintos medios y sustratos. Valores con

letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
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Asimismo, Sabaz et al. (2009) encontraron diferencias en la capacidad para formar
raices en los brotes de tres variedades de cafia (HSF-240, CP-77-400 y CPF-237).
En contraste, Karim et al (2002) no observaron diferencias significativas en la

capacidad de enraizamiento de las variedades Isd-28 y Isd-16 de cafia de azucar.

Efecto del sustrato

No se encontraron diferencias estadisticas en el enraizamiento de los brotes
cultivados en agar y los dos sustratos probados (S1 y S2) (Figura 24). Lo anterior,
indica que el uso de sustratos como sustituto del agar en el medio de cultivo,
permite la formacion del sistema radical de forma tan eficiente como el agar. Al
respecto, Garcia y Medina (2010) observaron que la proliferacion de raices en cafa
de azlcar es mas abundante cuando se presenta buena disponibilidad de agua y

aireacion en el suelo.

Asimismo, se ha observado que las mezclas entre sustratos (Labrousse et al,
2012; Mohan et al., 2004; Newell et al., 2003) y sustratos con agar (Jay- Allemand
et al, 1992) mejoran las condiciones donde se desarrolla el sistema radical. Sin
embargo, en manzano (Malus prunifolia) el tamafio de particula del sustrato
influyd en el enraizamiento; siendo mejor cuando el tamano de la particula es

menor (Mohan et al., 2004).
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Figura 24. Porcentaje de enraizamiento de los brotes adventicios por efecto del
sustrato en dos variedades de cafia de azlcar cultivados después de 30 dias
en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, P <0.05). A: Agar; S1: vermiculita-

perlita 3:1 (0.5 mm), S2: vermiculita-perlita 2:1 (0.25 mm).

Efecto del medio de cultivo

La capacidad de enraizamiento de los brotes adventicios cultivados en un medio
suplementado con AIB (R2) no fue significativamente mejor que de aquellos
enraizados en uno carente de esta auxina (R1) (Figura 25). Esto quiere decir, que
la concentracion enddgena de auxinas en los brotes fue suficiente para permitir la
formacion de raices, aun cuando no hubiera AIB en el medio de cultivo. Estos
resultados coinciden con los de Puente (1996) quien no observd diferencias
significativas en el porcentaje de enraizamiento de brotes de manzano (Malus
domestica) cuando agregd AIB al medio y cuando el medio carecia de éste.
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Asimismo, las yemas axilares de malanga (Xanthosoma sagittifolium) enraizaron en
un 100% y mostraron la mayor longitud de la raiz en un medio sin reguladores de

crecimiento) (Saucedo et al., 2008).

En contraste, Martinez-Hernandez encontraron que la formacién de raices en
patrones de citricos (Gitrus volkameriana, Citrus swingle y C-35) se dio por la
adicion de reguladores de crecimiento. Asimismo, Karim et al. (2002) observaron
el maximo porcentaje de enraizamiento de brotes de dos variedades de cafia de

azucar (Isd-16, Isd-28), al adicionar 3 mg L't ANA al medio.
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Figura 25. Porcentaje de enraizamiento de los brotes adventicios por efecto del
medio de cultivo en dos variedades de caina de azUcar cultivados después
de 30 dias en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, P <0.05). R1: MS sin reguladores; R2:

MS, 1 mg Lt AIB.
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Efecto de la interaccion variedad, medio de cultivo y sustrato
(Tratamientos).

Sélo los brotes del tratamiento MS1R2 (Mex 79-431, vermiculita—perlita 0.5 mm,
medio R2) mostraron un porcentaje de enraizamiento significativamente inferior al
de los tratamientos L-AR1 (L 60-14, agar, medio R1), L-AR2 (L 60-14, agar, medio
R2) L-S1R2 (L 60-14, vermiculita-perlita 0.5 mm, medio R2), L-S2R2 (L 60-14,
vermiculita 0.25 mm, medio R2) (Figura 26). Estos resultados indican que tanto los
brotes de la variedad L 60-14 como la Mex 79-431 pueden forman raices con la
misma eficiencia que en agar, como con vermiculita-perlita (de ambos tamanos de
particula), y en presencia o ausencia de AIB. Lo anterior, tendria una repercusion

directa en la reduccion de los costos de produccion.

Dado que los brotes de la variedad Mex 79-431 cultivados en vermiculita-perlita
(0.5 mm) y el medio con AIB mostraron los valores de enraizamiento mas bajos
(57%), no es recomendable utilizar estas condiciones de cultivo para el

enraizamiento de los brotes de esta variedad.

En un estudio realizado en Mentha citrata y Menta piperita se observaron
diferencias entre adicionar o no reguladores de crecimiento en los medios de
enraizamiento y entre especies (Godoy et al, 2005). Lo anterior indica que, de
acuerdo a la especie o variedad, y a determinadas combinaciones de reguladores

de crecimiento se puede potencializar el desarrollo de las raices.
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Figura 26. Porcentaje de enraizamiento de los brotes adventicios por efecto de la
interaccion (tratamientos) en dos variedades de cafia de azlcar cultivados
después de 30 dias en distintos medios y sustratos. Valores con letras
distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05) M: Mex 79-431;
L: L 60-14; A: Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm); S2: vermiculita-

perlita 2:1 (0.25 mm); R1: sin reguladores; R2: 1 mg L1 AIB.

Raices secundarias

Efecto de la variedad

Fue posible observar diferencias significativas en cuanto a la formacion de raices
secundarias entre las variedades estudiadas, siendo L 60-14 la que formd un

mayor numero de ellas (5.3) (Figura 27).
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Figura 27. NUmero de raices secundarias de los brotes adventicios por efecto de la
variedad (Mex 79-431 y L 60-14) en caiia de azUcar después de 30 dias de

ser cultivados en distintos medios y sustratos.

Subirds (2000) y Flores (2001) afirman que la variedad cultivada es un factor
importante que determina la capacidad de exploracion del sistema radical en el
suelo; es decir, cada variedad tiene distinta habilidad para generar raices. Por su
parte, Sanchez (1972) menciona que la tolerancia de algunas variedades a la
sequia, puede estar relacionada con su habilidad para producir una alta proporcion
de pelos absorbentes dentro de la masa de su sistema radical. Un estudio sobre la
distribucion del sistema radical en cinco variedades (B80-549, CR74-250, V71-39,
B80-408 Y PR61-632) de cafa de azlcar, mostré que existen diferencias entre el
numero y distribucion de raices, destacandose B80-549, PR61-632 y CR74-250 por
presentar el mayor nimero de raices gruesas y medianas con respecto a las otras
dos variedades probadas (Bastidas et al, 2011). La salinidad es otro factor que

afecta la acumulaciéon de masa radical, Garcia y Medina (2010) observaron que el
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promedio de biomasa de raices de cafia de azlcar fue mayor en la variedad

PR692176 (mas tolerante a la salinidad) que en V78-1 con menos tolerancia.

Efecto del sustrato

No se encontraron diferencias significativas para esta variable entre los brotes
crecidos en agar y aquellos cultivados en vermiculita-perlita de tamafio 0.25 mm
(S2), obteniéndose hasta 5.3 raices por brotes. No obstante, estas condiciones de
cultivo si promovieron un mayor nimero de raices que la vermiculita-perlita con

tamano de particula de 0.5 mm (S1) (1.9%) (Figura 28).
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Figura 28. Numero de raices secundarias de los brotes adventicios por efecto del
sustrato en dos variedades de caiia de azUcar cultivados después de 30 dias
en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, P <0.05). A: Agar; S1: vermiculita-

perlita 3:1 (0.5 mm), S2: vermiculita-perlita 2:1 (0.25 mm).
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Estos resultados coinciden con lo reportado por Jimarez (2014) en donde el
numero de raices formadas fue similar en los brotes de chile habanero (Capsicum

chinense) cultivados en sustratos o agar.

La textura y compactacion del sustrato son factores que pueden representar una
barrera fisica para el desarrollo de la raiz. Asi como también, la oxigenacién de las

raices (Subirds, 2000) y la disponibilidad de los nutrimentos (Villegas, 2010).

Cuando no existe una adecuada oxigenacién de las raices, se limitan sus funciones
metabdlicas, y la densidad asi como la penetracion de las raices es poca (Subirds,
2000). Se esperaria que en la vermiculita-perlita con mayor tamafio de particula
(S1), hubiera una mejor oxigenacidon que con un menor tamafio de particula (S2);
sin embargo, al incrementar la porosidad, hay menos superficie de contacto de las
raices con el medio y por lo tanto, la disponibilidad de los nutrimentos es mas
limitada. Es sumamente importante para el desarrollo radical, considerar el
movimiento de los nutrimentos en la interfase suelo-raiz (flujo de masas o
difusion) y la exudacién de sustancias que produce la raiz y que disuelve los

nutrientes de la rizésfera del suelo (Villegas, 2010).

Asimismo, es interesante resaltar que aunque no se presentaron diferencias en el
porcentaje de enraizamiento entre S2 y agar (Figura 24), si se presentaron

diferencias a nivel morfolégico en la raiz. Los brotes que fueron enraizados en
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sustratos, presentaron raices mas gruesas, mientras que las de los brotes

enraizados en agar fueron mas largas y delgadas (Figura 29).

Figura 29. Comparacion entre raices de plantulas de cafia de azlcar crecidas en

sustrato (A) y agar (B).

Ciertamente el acomodo celular es distinto en cada caso, las células de la
epidermis poseen un menor nivel de organizacion en el agar que en sustratos. Las
raices desarrolladas en agar requieran aumentar su area de exploracion para
disponer de los nutrimentos que se encuentran fuertemente retenidos por el agar.
Caso contrario en los sustratos, en donde la porosidad brinda un balance entre
agua y aire que permite una mayor disponibilidad de los nutrimentos del medio y
menor necesidad de exploracion de la raiz. Se ha reportado que la vermiculita

promueve un balance entre la aireacion y humedad favoreciendo también la
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penetracion de las raices a diferencia del agar (Jay-Allemand et al., 1992; Dethier,

1993).

Efecto del medio de cultivo

En este estudio la formacidn de raices secundarias se redujo significativamente
cuando se incluyd AIB al medio de cultivo (medio R2) (Figura 30). Esto podria
indicar que la adicién de una auxina no es necesaria para que se formen raices
secundarias en las variedades usadas o bien que la concentracion utilizada no fue
la éptima para promover dicha respuesta. Estos resultados coinciden con lo
observado por Godoy et a/. (2005) quienes encontraron que la cantidad de raices
generadas en Mentha citrata no fue diferente en presencia o ausencia de auxinas.
Del mismo modo, en Agave inaequidens se obtuvieron mejores resultados en el
numero y longitud de raices en los brotes cutlivados en medios sin reguladores de

crecimiento (Aureoles-Rodriguez et al., 2008).

Las auxinas muestran efectos en la formacion de raices adventicias, el AIB es la
auxina mas utilizada en medios de enraizamiento, y a pesar de ello algunos
autores no encontraron diferencias significativas en la formacién de raices por
efecto de la aplicacién de este regulador en distintas especies del género Bursera y

Prosopis alba (Bonfil-Sanders et al., 2007; Oberschelp y Marco, 2010).
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En contraste, Karim et a/. (2002) obtuvieron el mayor nimero de raices por brote
en las variedades Isd-16 e Isd-28 (10 y 11, respectivamente) cuando incluyeron en

el medio 3 mg L! de AIB.

Kumar y Sahoo en (2009) encontraron que los brotes de Saccharum officinarum
variedad Nayana cultivados en presencia de 2.5 mg L1 de AIB formaron hasta
10.5 raices en promedio. Por otro lado, Baksha et a/., 2002 obtuvieron 12 raices

por brote utilizando 5 mg L! de AIB en la variedad Isd-28.
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Figura 30. Nimero de raices secundarias de los brotes adventicios por efecto del
medio de cultivo en dos variedades de caifia de azUcar después de 30 dias
de ser cultivados en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas
son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05). R1: MS sin reguladores;

R2: Ms, 1 mg Lt AIB.
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Efecto de la interaccion variedad, medio de cultivo y sustrato
(Tratamientos)

Los brotes de los tratamientos L-AR1, M-AR2, L-AR2, M-S2R1 y L-S2R1, formaron
un nimero de raices secundarias estadisticamente igual. Unicamente los brotes de
los tratamientos M-AR1, M-S1R1, L-S1R1, M-S1R2, L-S1R2, M-S2R2, L-S2R2
formaron un numero de raices secundarias estadisticamente inferior al de los
brotes de los tratamientos L-AR1 (L 60-14, agar, medio R1) y L-S2R1 (L 60-14,
vermiculita-perlita 0.25 mm, medio R1) (9.0 y 9.3, respectivamente) (Figura 31).
Es evidente la influencia de la interaccion variedad y sustrato sobre el nimero de
raices secundarias, ya que solo L 60-14 mostro los valores mas altos logrando que

uno de los sustratos (S2) se comportara del mismo modo que en agar.

La formacién de raices secundarias fue menor en los medios adicionados con un
regulador de crecimiento (R2) que con los que no lo contenian (R1), excepto en M-
AR2 donde si aumento 1.7 raices en promedio en presencia de AIB, lo que

evidencia el efecto de la interaccion variedad x medio.

Trabajos como los de Jay-Allemand et al (1992) muestran el efecto de la
interaccidon de sustrato y medio. Estos autores observaron en seis clones de nogal
(D152, G1, MR8, MR9, HA3-1 y HA2-13) que al utilizar una mezcla de vermiculita

con medio gelificado, cinco de los seis clones formaron raices secundarias en
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diferentes proporciones, mientras que los brotes de los tratamientos en donde no

se adiciono vermiculita no se formaron raices secundarias.

En cafa de azlicar, Kumar et a/ (2009) encontraron que el tipo auxina, la
concentracion y combinacién de éstas, asi como el tipo de explante utilizado,

juegan un papel importante en la formacién de raices.
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Figura 31. NUmero de raices secundarias de los brotes adventicios por efecto de la
interaccion (tratamientos) en dos variedades de cafia de azlcar después de
30 dias de ser cultivados en distintos medios y sustratos. Valores con letras
distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05). M: Mex 79-431;
L: L 60-14; A: Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm); S2: vermiculita-

perlita 2:1 (0.25 mm); R1: sin reguladores; R2: 1 mg L1 AIB.
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Longitud de la raiz principal

Efecto de la variedad

No se encontraron diferencias significativas en la longitud de la raiz principal
formada en los brotes de ambas variedades (1.5 cm) (Figura 32). Lo que indica
que esta variable, no es afectada directamente por el genotipo en condiciones in
vitro. Lo anterior evidencia que la diferencia en la formacién del sistema radical de

estas dos variedades se dirige a las raices secundarias y no en la principal.
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Figura 32. Longitud de la raiz principal de los brotes adventicios por efecto de la
variedad (Mex 79-431 y L 60-14) en cafa de azucar cultivados después de
30 dias en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son

estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Karim et a/. (2002) obtuvieron valores semejantes en la longitud de la raiz, en las
variedades Isd-28 e Isd-16 (3.4 y 3.8 cm). Asimismo, Amaya et al (1995)
mencionan que algunas caracteristicas como la densidad y longitud de la raiz
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dependen de la variedad, asi como de otros factores ambientales como el tipo de
suelo y la humedad. Se sabe que las variedades con sistema radical mas profundo

y denso pueden sufrir menos dafio.

Efecto del sustrato

En la Figura 33 se observa que la longitud maxima de la raiz principal se presentd
en los brotes crecidos en agar (2.3 cm), en tanto que no hubo diferencias
estadisticas en la longitud de la raiz principal de los brotes crecidos en los
sustratos S1 y S2 (vermiculita-perlita con tamafo de particula 0.5 y 0. 25 mm,
respectivamente). Es conocido que mayor porosidad y oxigenacién mejora el
desarrollo de las raices Newell et al., (2003). Sin embargo, en este caso es posible
que al incrementarse el espacio poroso en el ambiente del sistema radical, sea mas
dificil entrar en contacto con los nutrimentos y se vea limitado su aprovechamiento
por parte de la planta; o bien, no todos lo nutrimentos (principalmente los

micronutrimentos) estén facilmente disponibles en los sustratos como en agar.

Contrario a los resultados obtenidos en este estudio, Dethier (1993) y Jay-
Allemand (1992) encontraron que el uso de vermiculita /n vitro fue favorable para
el nimero de raices por explante y longitud de la raiz en brotes adventicios de
Haworthia y en el porcentaje de enraizamiento, nUmero de raices primarias y
secundarias en plantulas regeneradas a partir de embriones de seis hibridos
(D152, G1, MR8, MR9, HA3-1, HA2-13) de nogal, que el agar.
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Figura 33. Longitud de la raiz principal de los brotes adventicios por efecto del
sustrato en dos variedades de caia de azlcar cultivados después de 30 dias
en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, P <0.05). A: Agar; S1: vermiculita-

perlita 3:1 (0.5 mm); S2: vermiculita-perlita 2:1 (0.25 mm).

Efecto del medio

La mayor longitud de la raiz principal se observd en los brotes cultivados en un
medio sin AIB (1.9 cm) (R1) (Figura 34). Esto indica que el AIB en el medio de

cultivo a la concentracion probada redujo la longitud de la raiz.

Para cana de azucar se ha reportado raices con una longitud hasta de 3.8 cm para
los brotes de las variedades Isd-28 e Isd-16, cuando son cultivados con 3 mg L™
(Karim et al, 2002 y Baksha et al, 2002). Kumar et al (2009) también

encontraron raices de hasta 4 cm cuando cultivaron brotes de Saccharum
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officinarum variedad Nayana en 2.5 mg L1 ANA. Es decir, que el tipo de regulador
de crecimiento y la concentracion del mismo puede influir en la longitud de la raiz.
Con base en estudios anteriores donde se ha utilizado AIB, se sabe que la adicion
de concentraciones intermedias que oscilan entre los 2.5 y 5 mg L, logra mejores
resultados que las concentraciones mas altas o bajas (7 y 0.5 mg L1). Por lo tanto,
es recomendable no adicionar el regulador de crecimiento o bien, elegir una dosis
moderada y reducir a la mitad la concentracion de las sales basales de MS para

potencializar la longitud de la raiz principal.
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Figura 34. Longitud de la raiz principal de los brotes adventicios por efecto del
medio de cultivo en dos variedades de caina de azUcar cultivados después
de 30 dias en distintos medios y sustratos. Valores con letras distintas son
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05). R1: MS, sin reguladores; R2:

MS, 1 mg L1 AIB.
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Efecto de la interaccion variedad, medio de cultivo y sustratos

(Tratamientos).

Unicamente los brotes provenientes de los tratamientos M-S1R2 (Mex 79-431,
vermiculita-perlita 0.5 mm, medio con AIB), L-S1R2 (L 60-14, vermiculita-perlita
0.5 mm, medio con AIB) M-S2R2 (Mex 79-431, vermiculita-perlita 0.25 mm, medio
con AIB) y L-S2R2 (L 60-14, vermiculita-perlita 0.25 mm, medio con AIB) formaron
raices con una longitud inferior a la de los tratamientos M-AR1 (Mex 79-431, adar,

medio sin AIB) y L-AR1 (L 60-14, agar, medio sin AIB) (Figura 35).

Como puede observarse en los tratamientos con los valores mas bajos, una
constante fue el uso de vermiculita-perlita y medio con AIB. Asimismo, la longitud
de la raiz de los brotes de la variedad L60-14 cultivados en vermiculita-perlita con
tamano de particula de 0.5 mm (S1) y AIB (L-S1R2) fue estadisticamente igual que

la de aquellos provenientes de los tratamientos (L-AR2, M-AR2).
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Figura 35. Longitud de la raiz principal de los brotes adventicios formados por
efecto de la interaccidn (tratamientos) en dos variedades de cafia de azlcar
cultivados después de 30 dias en distintos medios y sustratos. Valores con
letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05) M: Mex
79-431; L: L 60-14; A: Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm); S2:
vermiculita-perlita 2:1 (0.25 mm); R1: MS sin reguladores; R2: MS, 1 mg L

AIB.

Aclimatacion
Supervivencia

Efecto de los tratamientos
Las plantas regeneradas por cultivo de tejidos sufren cambios morfoldgicos y
fisioldgicos debido a las condiciones que predominan en el cultivo /in vitro. Dichos

cambios dificultan su adaptacién en el invernadero o campo. La aclimatacion
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permite que la planta alcance un crecimiento autotréfico en un ambiente de menor
humedad relativa, mayor temperatura e intensidad luminica (Diaz et al, 2004).
Esta etapa es fundamental para la micropropagacion dado que las fallas durante
esta fase ponen en peligro la supervivencia de las plantas. Debido a problemas de
contaminacion, las plantas de los tratamientos M-S2R2 y L-S1R2 murieron antes de
llegar a la etapa de aclimatacién, por lo que no se tienen datos de su

comportamiento durante esta fase.

En la Figura 36 se observa que en la mayoria de los tratamientos la supervivencia
de las plantas estuvo por arriba de 80%. Sdlo las plantas del tratamiento M-S1R2
(Mex 79-431, vermiculita-perlita 0.5 mm, medio con AIB) mostré valores de
supervivencia menores a las plantas de los tratamientos L-AR1, L-AR2, M-AR1 y M-

AR2 que se habian cultivado en medios con agar.

Existen estudios acerca de la utilizacion de sustratos y combinaciones de ellos para
la fase de aclimatacion en varias especies. Al respecto, plantas de Harwothia
micropropagadas en vermiculita y medio MS liquido mostraron altos porcentajes de
supervivencia (92%) en condiciones de invernadero (Dethier, 1993). Asimismo,
plantulas de papa dulce (Jpomea batatas) crecidas in vitro en pulpa de papel y
vermiculita (30:70) tuvieron una supervivencia de 100% al transferirse a

condiciones de invernadero. Dicha respuesta se atribuy6 al balance en la porosidad
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del sustrato, ya que sdlo 73% de las plantas cultivadas en agar sobrevivieron

(Afrren-Zobayed et al., 2000).
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Figura 36. Supervivencia de las plantas regeneradas en diferentes tratamientos
después de 30 dias de permanecer en el invernadero. Valores con letras
distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05). M: variedad
Mex 79-431; L: variedad L 60-14; A: Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5

mm); S2: vermiculita-perlita 2:1 (0.25 mm); R1: MS sin reguladores; R2:

MS, 1 mg L't AIB.

Las vitroplantas de tres patrones de citricos (Citrus volkameriana, Citrus swingle,
C-35) regeneradas /n vitro sobre perlita, vermiculita y tezontle al 100% mostraron
porcentajes de supervivencia entre 91 y 100%, mientras que la obtenidas en agar

sblo 48-50% de ellas sobrevivieron (Martinez-Hernandez et a/., 2006).
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El hecho de que las plantas de cafia de azlcar enraizadas (/n vitro) en sustratos
mostraran valores de supervivencia similares a los de aquellas que se enraizaron
en agar, indica que los sustratos pueden sustituir al agar durante esta fase, con

una consecuente reduccion de costos.

Numero de hojas

Efecto de los tratamientos

Las hojas son los principales 6rganos fotosintéticos (proceso por el cual la energia
luminica se transforma en energia quimica (ATP) traduciéndose en un mejor
desarrollo de la planta. En el Cuadro 5 se puede observar que no hubo diferencias
estadisticas en el nimero de hojas que formaron las plantas obtenidas en los
distintos tratamientos probados, después de 12 semanas de haber sido
transferidas al invernadero. Por otra parte, las evaluaciones realizadas cada 16 dias
permitid observar que las plantas de la variedad Mex 79-431 crecidas en los
tratamientos, tuvieron un nimero de hojas muy similar durante los primeros 48
dias de cultivo, pero después las plantas que provenian de un medio de cultivo con
agar pero sin AIB formd un mayor nimero de éstas (Figura 37 A). Por otra parte,
las plantas del tratamiento M-S1R1 no mostraron cambios en su nimero de hojas
durante los primeros 32 dias, pero después de este tiempo se registré un aumento
muy evidente. Asimismo, a pesar de que las plantas crecidas en S1 y en un medio
con AIB, al inicio de la aclimatacion tenian un numero de hojas menor que

aquellas cultivadas en agar, a los 64 dias tenian igual nimero de hojas (Figura 37
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A). En otras palabras, para la variedad Mex 79-431 hubo un incremento
considerable en los tratamientos con sustrato a diferencia de los de agar que se

mantuvieron mas constantes.

Cuadro 5. Numero de hojas, longitud del tallo y diametro del tallo de las plantas
de cafa de azlcar de dos variedades de cafia de azlcar después de 64 dias de

crecerlas en el invernadero.

TRATAMIENTO Numero de Longitud del tallo Diametro del tallo
hojas (cm) (cm)
M-AR1 5.7 a 5.7 ab 2.5a
M-AR2 5.2a 6.2 a 29a
M-S1R1 4.5 a 40b 2.2a
M-S1R2 5.6a 41b 2.3a
M-S2R1 51a 44b 2.1b
M-S2R2 ND ND ND
L-AR1 53a 5.6a 3.0a
L-AR2 54a 5.2 ab 2.8 a
L-S1R1 5.5a 5.3 ab 2.7 a
L-S1R2 ND ND ND
L-S2R1 54a 5.3 ab 2.6a
L-S2R2 4.7 a 41b 2.1b
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Para la variedad L 60-14 se presentd una tendencia similar a la observada en Mex
79-431 en la mayor parte de los tratamientos, excepto en las plantas cultivadas en
el sustrato 1 (S1) y un medio sin AIB (R1), en las que el numero de hojas se

incrementd mucho mas rapido de los 32 a los 64 dias (Figura 37 B).

Rodriguez et al. (2000) y Rodriguez et a/. (2003) por su parte obtuvieron 4.1 hojas
como maximo a los 42 dias de aclimatacién de plantulas de cana de azlcar
variedad C91-301 micropropagadas. Por otra parte, en este estudio se obtuvo

hasta (5.2 hojas en promedio) en la variedad L 60-14 a los 48 dias (Cuadro 5).

Estos autores mencionan que durante la aclimatacién de cafia de azucar se
presentan dos etapas; la primera, presenta un crecimiento lento y baja formacién
de raices y hojas debido a que las plantas realizan sus funciones a partir de las
reservas obtenidas /n vitro, la segunda se caracteriza por un crecimiento rapido
asociado a la formaciéon de un sistema radical y hojas totalmente funcionales. Lo
anterior, debido a un incremento en los niveles de almiddn, fructuosa, glucosa y
actividad enzimatica de las invertasas acidas en los primeros seis dias en la fase de

aclimatacion.
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Figura 37. Numero de hojas formadas por plantas de dos variedades de cafa de
azUcar enraizadas /in vitro en diferentes tratamientos por efecto de la
interaccidon después de 64 dias. A: variedad Mex 79-431; B: variedad L 60-
14; A: Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm); S2: vermiculita-perlita 2:1

(0.25 mm); R1: MS sin reguladores; R2: MS, 1 mg L! AIB.
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Longitud del tallo

Efecto de los tratamientos

Sélo las plantas provenientes de los tratamientos M-S1R1 (Mex 79-431,
vermiculita-perlita 0.5 mm, sin AIB), M-S1R2 (Mex 79-431, vermiculita-perlita 0.5
mm, medio con AIB), M-S2R1 (Mex 79-431, vermiculita-perlita 0.25 mm, medio sin
AIB) y L-S2R2 (L60-14, vermiculita-perlita 0.25 mm, medio con AIB) tuvieron una

longitud de tallo menor que la de los tratamientos M-AR2 y L-AR1 (Cuadro 5).

Asimismo, plantas de la variedad L60-14 que provenian de dos tratamientos que
incluian sustratos y medio sin reguladores (L-S1R1 y L-S2R1) mostraron una
longitud de tallo estadisticamente igual que las de los tratamientos M-AR1 y L-AR1

constituidos por las variedades Mex 79-431 y L 60-14, agar y medio sin AIB.

Lo anterior indica que para la variedad L60-14 el enraizamiento en el sustrato 1
(vermiculita-perlita 0.5 mm) y el medio R1 (sin AIB) puede promover mayor
longitud del tallo en condiciones ex vitro, mientras que para la variedad Mex 79-

431 esta misma respuesta se lograria enraizando los brotes en medio con o sin AIB

y agar.

Aungue en un inicio las plantulas generadas en sustratos tuvieron los valores de
longitud mas bajos, fue evidente la velocidad de crecimiento que mostraron las

plantulas de la variedad L 60-14 producidas en sustratos hasta alcanzar longitud
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de las plantas enraizadas en agar (Figura 38 B). Lo anterior se puede traducir en
un mayor grado de vigor y adaptacion, ya que de los 32 a 48 dias los tratamientos
con agar se mantuvieron constantes y las plantulas de los sustratos si continuaron

su desarrollo invirtiendo energia en el crecimiento del tallo.

Las evaluaciones de la longitud del tallo en la variedad Mex 79-431, a lo largo del
tiempo, mostraron que las plantas provenientes de los tratamientos que incluyeron
agar, tuvieron una velocidad de crecimiento similar entre ellos, y mayor que las
cultivadas en sustratos (Figura 38 A). En tanto que las plantas de la variedad L 60-
14 crecidas sobre vermiculita-perlita con tamano de particula de 0.5 mm (S1) y un
medio sin AIB (R1), mostraron una velocidad de crecimiento similar al de las

plantas crecidas en agar y medio sin AIB (Figura 38 B).
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Figura 38. Longitud del tallo de plantas de dos variedades de cafia de azlcar
enraizadas /n vitro en distintos tratamientos por efecto de la interaccion,
crecidas en el invernadero durante 64 dias. A: Variedad Mex 79-431; B:
Variedad L 60-14; A: Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm); S2:
vermiculita-perlita 2:1 (0.25 mm); R1: MS sin reguladores; R2: MS, 1 mg L!

AIB.
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Diametro del tallo

Efecto de los tratamientos

No se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos probados,
excepto para las plantas que provenian de los tratamientos M-S2R1 (Mex 79-431,
vermiculita perlita 0.25 mm, medio sin AIB) y L-S2R2 (L 60-114, vermiculita perlita

0.25 mm, medio con AIB) que mostraron el menor diametro de tallo (Cuadro 5).

El no encontrar diferencias significativas entre los tratamientos constituidos tanto
por la variedad Mex 79-431 y L 60-14, asi como por sustratos y medio sin AIB, con
respecto a los gelificados con agar y adicionados con AIB, indica que es posible
sustituir el agar por sustrato y no adicionar auxinas al medio sin que se afecte el

diametro del tallo.

Durante la evaluacidon continua de esta variable se pudo observar que las plantas
crecidas en los medios con agar y sin AIB, incrementaron el grosor de sus tallos de
manera exponencial y en mayor magnitud que las plantas de los demas
tratamientos. Por otra parte, las plantas crecidas en vermiculita-perlita de 0.5 mm

(S1) y medio sin AIB (R1), engrosaron el tallo a menor velocidad (Figura 39 A).

En contraste, solo las plantas de la variedad L 60-14 cultivadas en vermiculita-

perlita 0.25 mm (S2) y los medios con y sin AIB (R2 y R1, respectivamente),
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incrementaron el grosor del tallo a menor velocidad que las de los demas

tratamientos (Figura 39 B).

Valores mas altos que los obtenidos en este estudio del diametro de tallo en cafa
de azlcar para la variedad C93-540, fueron reportados por Reyes et a/. (2011) con
3.42 mm de diametro en el tratamiento testigo y hasta 3.85 mm de diametro en

plantulas tratadas con un Fitomas-E (bionutriente vegetal).

Asimismo, Rivera (2011) obtuvo 3.9 mm de diametro del tallo en plantas de cafia
de azucar de la variedad CP 72-2086 regeneradas en agar y aclimatadas en
tezontle y cascarilla de arroz a los 60 dias. Una de las caracteristicas que se
relacionan con el grosor el tallo es la tasa fotosintética neta que depende del indice

de area foliar y la disposicion de las hojas (Amaya et a/., 1995).
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Figura 39. Diametro del tallo de plantas de dos variedades de cafia de azlcar
enraizadas /n vitro en distintos tratamientos por efecto de la interaccion,
crecidas en el invernadero durante 64 dias. A: Variedad Mex 79-431; B:
Variedad L 60-14; A: Agar; S1: vermiculita-perlita 3:1 (0.5 mm); S2:
vermiculita-perlita 2:1 (0.25 mm); R1: MS sin reguladores; R2: MS, 1 mg L!
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Cabe sefalar que la variedad Mex 79-431 ocupa el tercer lugar dentro de las
variedades de cafia que prioritariamente se cultivan en México; sin embargo, son
nulos los reportes sobre su propagacion /in vitro. Asimismo el Ultimo reporte de
cultivo /in vitro para la variedad L 60-14 data de hace 29 afios. Por lo tanto, este
trabajo proporciona informacion relevante sobre el cultivo in vitro de estas
variedades. Por otro lado, hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer
trabajo en que se utilizan sustratos para la regeneracion /in vitro de estas

variedades.

Los resultados aqui obtenidos mostraron que la utilizacion de sustratos no permitid
inducir brotes adventicios de manera eficiente, pero si pueden ser usados como
sustitutos del agar durante la fase de enraizamiento /n vitro, reduciendo con ello

los costos de produccion.

Analisis de costos de produccion

En el Cuadro 6 se presentan el costo de un litro de medio Murashige y Skoog
suplementado con 20 g L de sacarosa y 7 g L' de agar sin reguladores de
crecimiento. Esto datos permiten observar que el agar representa el 83% del costo

del medio de cultivo.
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Cuadro 6. Costo de un litro de medio de cultivo elaborado con las sales basales de
Murashige y Skoog (1962).

mg L1 Costo por  Costo por

Componentes gramo litro

(pesos) (pesos)

Sales Minerales MS

KNO3 1900 4.9 9.3
NH4 NOs 1650 1.6 2.6
CaCl>'2H,0 440 1.7 0.7
MgSO4 7 H.0 370 5.78 2.1
KH2PO4 170 0.44 0.075
FeSO4°7 H20 27.8 2.4 0.07
MnSO4°4 H,0O 17 4.1 0.07
ZnS04'7 H20 8.6 2.3 0.02
H3BOs 6.3 1.5 0.009
Kl 0.83 13.2 0.01
NaMoO4:2H,0 0.25 8.94 0.002
CoCl>'6H20 0.025 80 0.002
CuS04'5 H20 0.025 2.5 0.00006
Na;EDTA'2H;0 37.3 5.09 0.2
Glicina 2.0 7.62 0.8
Mio—inositol 100 7.57 0.7
Acido nicotinico 0.5 38 0.02
Piridoxina 0.5 22 0.01
Tiamina 1.0 13 0.01
Sacarosa 20000 0.02 0.4
Agar 7000 12.2 85.4

Total 102.4

http://www.sigmaaldrich.com/mexico.html (Consultada 22 de mayo de 2015).

Asimismo en los Cuadros 7 y 8 de muestra el costo (por litro) de las combinaciones
entre medios y sustratos utilizados en esta investigacioén para inducir la formacion

de brotes adventicios y el enraizamiento de los mismos.
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Cuadro 7. Costo (en pesos por litro) de medios para la induccién de brotes con

agar o sustratos.

Componentes AM1 AM2 AM3 S1iM1 S1IM2 SIM3 S2M1 S2M2 S2M3

MS 17 17 17 17 17 17 17 17 17
A 854 854 854 - - - - - -
VP - - - 3 3 3 2 2 2
Cinetina - 0.09 - - 0.09 - - 0.09 -
BAP - 20 - - 20 - - 20 -
TDZ - - 40.4 - - 40.4 - - 40.4
Total 102.4 122.5 142.8 20 40.09 60.4 19.0 39.09 59.4

MS: Medio Murashige Skoog; A: agar; VP: vermiculita perlita; BAP:
benzilaminopurina; TDZ: thidiazuron; S1: vermiculita-perlita (0.5 mm); S2:
vermiculita-perlita (0.25 mm); M1: medio MS sin reguladores; M2: MS, 0.1 mg L

de cinetina, 2 mg L de BAP; M3: MS, 0.5 Mg L

Cuadro 8. Costo (en pesos) por litro de los medios de enraizamiento con agar o

sustratos.

Componentes AR1 AR2 S1R1 S1R2 S2R1 S2R2
MS 17.3 17.3 17.3 17.3 17.3 17.3
A 85.4 85.4 - - - -
VP - - 3 3 2 2
AIB - 0.1 - 0.1 - 0.1
Total 102.7 102.8 20.3 20.4 19.3 19.4

MS: Medio Murashige Skoog; A: agar; VP: vermiculita perlita; AIB: acido
indolbutirico; S1: vermiculita-perlita (0.5 mm); S2: vermiculita-perlita (0.25 mm);

R1: sin AIB; R2: con AIB.

Con base en los resultados obtenidos en la presente investigacion, la formacién de
brotes adventicios en ambas variedades de cafia de azlcar se dio de manera mas
eficiente en los medios M2 o M3 gelificados con agar que con sustratos. En tanto

que la combinacién del sustrato S2 (vermiculita-perlita con tamafio de particula
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0.25 mm) y un medio sin AIB promovio valores similares que los medios con AIB
gelificados con agar (que se utilizan convencionalmente), para la mayoria de
variables analizadas durante la fase de enraizamiento y aclimataciéon. Lo anterior,
permite proponer un protocolo para la propagacidon /n vitro de las dos variedades
estudiadas, en el que la fase de induccion de brotes se lleve a cabo en un medio
suplementado con TDZ gelificado con agar, y el enraizamiento en un medio sin
auxinas (AIB) y vermiculita-perlita (0.25 mm) como sustituto del agar. La
propagacion mediante el protocolo propuesto seria 42% mas econdmico que el

que utiliza agar para todas las fases y AIB durante el enraizamiento Cuadro 9.

Cuadro 9. Costo (en pesos) por litro de medio de cultivo en el método

convencional y el método propuesto.

Método Medio de cultivo Medio de cultivo Total
de induccion de de enraizamiento
brotes
Convencional 142.8 102.8 245.6
(con agar en todas
las fases)
Propuesto 122.5 19.3 141.8

(con sustratos)
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CONCLUSIONES

La respuesta /in vitro tanto en la etapa de induccion de brotes como durante

la fase de enraizamiento estuvo en funcion de la variedad.

Ninguno de los sustratos fue mejor que el agar para promover la formacion

de brotes adventicios.

Los medios que contenian reguladores de crecimiento (M2 y M3) indujeron
la formacion de brotes adventicios de manera mas eficiente que el medio

que carecia de éstos.

La combinacidon entre el sustrato 2 (vermiculita-perlita con tamano de
particula 0.25 mm) y un medio sin AIB (R1) tuvo un efecto positivo y en la
mayoria de las variables evaluadas durante la fase de enraizamiento y

aclimatacion.

El uso de sustratos y medios sin AIB durante el enraizamiento reducen

significativamente los costos de produccion.
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