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Introduccién

La cafia de azucar (Saccharum sp.) es un cultivo de regiones tropicales y
subtropicales de gran importancia en aigunos paises en vias de desarrollo, por
ser la materia prima esencial para una indusiria generadora de numerosos
empleos, asi como por el consumo interno de su producto final (el azicar), y la
fuente de divisas que representa su exportacion.

Durante 1980 se produjeron 100 millones de toneladas de azucar en el
mundo, de los cuales el 61.2 % provenian de cafa (Lichts, 1981), para 1988 se
produjo la misma cantidad (Arrollo, 1988) a pesar del aumento poblacional; esto
puede explicarse debido al ingreso de otros edulcorantes al mercade
internacional, principalmente el jarabe de maiz y algunos artificiales como ‘la
sacarina y el aspartame.

El azucar de cafia ha entrado a una competencia muy dura en la cual, su
composicion granulada representa su Unica ventaja; caracteristica que no se
encuentra en el jarabe de maiz. La composicion liquida del jarabe de maiz ha
limitado su invasion a solo el 40% del mercado de consumo de edulcorantes
(Arrolio, 1988).

La quiebra del agrosistema carnero representaria una gran desgracia; ya
que en México durante 1994 se sembraron 611,681 Has y se produjeron 3.54
millones de toneladas de azucar (INEGI, 1995); ello muestra su importancia, asi
como los graves problemas sociales que su caida originaria.

Para que lo anterior no suceda, dentro del campo de la biotecnologia se
estan utilizando las técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) in vitro como
herramienta dentro de programas de mejoramiento genético. Dichos programas



tienen por objetivo obtener variedades de alto rendimiento (200 tons/Ha), alto
contenido de sacarosa y otras cualidades que hagan mas competente al cuitivo
de la cafa de azucar dentro de la carrera de produccién de edulcorantes. Por
medio de la micropropagacion (una de las técnicas de CTV) se acorta el periodo
de liberacidn de estas nuevas variedades, de entre 3 y 5 afios a solo de 16 a 24
meses (Vasil, 1988).

Debido a la importancia de la técnica de micropropagacion en el cultivo de
la cafia, el presente seminario tiene por objeto presentar una revisién general
acerca de los antecedentes, aplicaciones, medios de cultivo mas usados y los
factores que deben considerarse en la metodologia de dicha técnica. Ademas, se
expone la experiencia obtenida en un trabajo consistente en realizar la primer

fase de la micropropagacion de cafia de azucar, a través de apices caulinares.
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2.- L.a cana de azucar.

El cultivo de la cafta de azucar estaba incluido en la agricultura del hombre
primitivo hace 20-30,000 aros (Brandes, 1929), también se tienen conocimientos
del ap-rovechamiento de este noble cultivo por civilizaciones de la India y China.
Su origen botanico esta en Nueva Guinea y se le considera una planta perenne
de la familia de las gramineas. Pertenece al género Saccharum de la tribu
Andropogeneae, el cual tiene solo 5 especies: officinarum (canha noble), sinense,
barben, spontaneum y robustum (especie botdnica de arranque). De ahi que su
base genética para la produccion de cafas comerciales es estrecha y a través de
60 afnos de hibridaciones entre ellas, se ha agotado la variabilidad creada por
cruzas simples, multilaterales, consanguineas, retrocruzas, policruzas e inclusive
cruzas intergenéricas (Krikorian, 1983). Por lo que es necesario ampliar la
variabilidad y esto se puede lograr con técnicas de CTV.

2.1.- Descripcion botanica.

La planta de cafia posee un amplio sistema radical, del cual emergen tallos
subterraneos delgados en la base y que se van ensanchando para salir a la
superficie erectos y con una forma cilindrica. El tallo es de longitud, color y forma
variable segun la especie, se divide en canutos por los nudos y cada uno posee
una yema axilar y una hoja envolvente. Las hojas son laminares de 1 a 1.5 m de
largo y de 2 a 14 cm de ancho y estén sujetas al nudo por una gran vaina . El
cogollo 0 punta de tallo contiene la yema apical y un conjunto de hojas y
entrenudos en desarrollio, qué por ser pobres en sacarosa son deshechados
previamente al proceso de industrializacién (Humbert, 1974).



2.2.- Técnicas de siembra.

En forma comercial se siembran 12 ton/Ha de trozos de talle (30 cm de
longitud) que contengan 3 yemas como minimo. Se Jes coloca al fondo del surco v
se les cubre con tierra, esto se realiza en otofio o primavera para darles el primer
corte a los 15 0 18 meses de sembreda. Despuds del corte, brotan nuevos {allos
(primarios, secundarios y terciarios) provenientes de yemas de los tallos del
macollo adn erterrado. Los cortes subsiguientes se realizarén cada 12 meses,
recomendandose dar solo 6 cortes durante el ciclo de vida de la planta. El
rendimiento promedio en México es de 72 tons/Ha (Humbert, 1974), aunque es
posible obtener mas de 200 ton/Ha.

Se cuestiona si es necesaria sacrificar tanta cafia para |la siembra, ademas
del terrenc para producirla, si consideramos que para sembrar una héctarea se
requieren de 1/5 a 1110 de Ha de planta de cafia para utiizarse como semiila
vegetativa (Pérez, 1990),

Otro inconveniente en la propagacion tradicional de la cafia es el tiempo
que se tarda en producir ol material de sieambra, factor muy importante para la
liberacién de variedades mejoradas, que ademids pusde ocasionsr un procesc
degenerativo debido a a la continua cortaminacién durante sus multiplicacion en sl
campo {Lee, 1984) Por lo anterior se han ideado métodos de propagacién rapida
que dtilizan hijuelos ya enraizados (método de Seblang); yemas axilares brotadas
de la estaca en pie {método de Rayungan), yemas aisladas, iratadas con
termoterapa y brotadas (Pérez v Rodriguez, 1987); estacas de una sola yema
germinadas an vivero (Nayasimhom, 1985}, y la micropropagacién por madio de
CTv.

La técnica de micropropagacion, por su alto costo no puade competir
conira la propagacion tradicional, pero si resulfta més econdmica que los métodos



anteriormente mencionados, ademas tiene una tasa de multiplicacion mucho mas
alta. Es por eso que resulta de gran ayuda en programas de mejoramiento y
liberacion de nuevas variedades, asi como para rejuvenecer o incrementar el
vigor de variedades antiguas. En un futuro, con el abaratamiento de dicha técnica,
se podran utilizar en las siembras comerciales plantulas obtenidas por medio de
micropropagacion.

En los apartados siguientes se describiran las bases tedricas de la
micropropagacion, asi como su aplicacién especifica a! cultivo de la cafia de

azucar.



3.- Cultivo de tejidos vegetales.

La Micropropagacion es una técnica comprendida en la rama del
conocimiento conocida como Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV). Esta rama a su
vez estd comprendida dentro del area de la Biotecnologia, la cual ha tenido
grandes progresos recientemente y que, segun Reinert (1977), se ha convertido
en una de las areas de investigacion mas dinamica y prometedora de la biologia
experimental. Al CTV se le podria definir como el cultivo in vitro de células, tejidos
u organos vegetales, los cuales se mantienen y desarrollan, gracias a un medio
de cultivo especifico.

En México contamos con el recurso humano, infraestructura y algunas
instituciones de educacion superior que pueden incorporar laboratorios de cultivo
de tejidos a los ya existentes a un costo no muy elevado y poder obtener grandes
beneficios, desgraciadamente hace falta la organizacion necesaria para divulgar
los avances y poner en contacto a los posibles usuarios con los laboratorios que
realizan esta actividad. En la actualidad los laboratorios del pais que trabajan con
estas técnicas, son privados con fines comerciales, o instituciones que realizan

investigaciones basicas que no son utilizadas y que no estan enfocadas a la
solucién de problemas reales.

3.1 Historia.

El origen del CTV se puede remontar a 1838 cuando Schwann dijo que
cada célula era capaz de desarrollarse independientemente al darsele las
condiciones externas propicias, o hasta 1865 cuando Knop elabord su solucion

nutritiva, la cual se sigue usando a la fecha como componente en algunos medios
de cultivo.

=
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En 1901 Morgan acuiié el término "totipotente", refiriendose a la capacidad
celular de desarroliar por regeneracidon un organismo compieto. Para 1902
Haberiandt hizo los primeros intentos de cultivo de células aisladas pero no tuvo
éxito debido a ta mala seleccion de nutrientes en el medio y a la etapa de
diferenciacion de las células utilizadas (Muir, 1958),

| Ei primer cultivo de organos con éxito pertenece a White (1934), quien
utilizé apice radicular de tomate, le siguieron Gautheret, Nabecourt y él mismo
con el primer cultivo de tejido, el cual fue realizado con zanahoria y tabaco en
1939. Van Oberbeek (1941) incluyd en su medio un nuevo componente “el agua
de coco” al trabajar con embriones de zanahoria; el uso de este compuesto se
difundié ampliamente; Caplin y Steward (1948) o usaron para regenerar plantas a
partir de tejido secundario del floema de zanahoria y papa, demostrando con ello
la totipotencia vegetal (Krikorian, 1975).

Muir observd en 1953 la posibilidad de propagar callos fragmentados en
medio liquido a través de subcultivos (Street, 1977). Ei CTV se desarrolld mucho
a partir de la demostracion hecha por Nickell (1956) de que el material vegetal
podia crecer en medio liquido y tratarse como microorganismo, con este
conocimiento Steward (1958) pudo descubrir la embriogénesis somdtica, la cual
Reinert (1959) utilizaria posteriormente. Durante la década de los sesentas se
demostro el potencial del cultivo de anteras en la produccion de embriones
haploides (Guha y Maheshwari, 1966), asi como la técnica de aislamiento y
cultivo de protoplastos (Cocking, 1960). Gran cantidad de nuevas técnicas se
desarrollaron en los afos siguientes; la utilizacion de distintas especies, tipos de
explantes, medios de cuitivo y condiciones de incubacién fueron surgiendo para

alcanzar diversos propositos.



3.2.- Medios de cultivo.
Los medios de cultivo juegan uno de los papeles mas importantes en el

CTV, debido a que los explantes son parcial o totaimente heterdfrofos y los

requieren para nutrirse; ademas, a través del medio se suministran fitohormonas

exégenas con las cuales se manipula el desarrolio. Existe una gran diversidad de
medios que han surgido a lo largo de fa historia, para satisfacer las necesidades
de |3s distintas especies y las intenciones de los investigadores, pero para tener
una idea general bastara conocer sus componentes.

3.2.1.- Componentes de un medio de cultivo.

1) Sales inorganicas. Incluye los macronutrimentos como nitrégeno, fésforo,
potasio, calcio, magnesic y azufre. Los iones potasio se requieren en altas
concentraciones para el cultivo de Aapices meristematicos utilizados en la
micropropagacion de la cafia (Morel, 1975). Los micronutrimentos mas utilizados
son el fierro, manganeso, zinc, boro, cobre, cobalto y molibdeno.

2) Vitaminas. Son necesarias para llevar a cabo reacciones cataliticas o
metabdlicas. Entre estas se encuentran la tiamina (esencial para el crecimiento
celufar), &cido nicotinico (niacina), piridoxina, myoinositol (estimula la
morfogénesis, riboflavina (inhibe el crecimiento de raices), acido fdlico y vitamina
E (ayuda en la formacidn de callos y a la viabilidad de las células individuales en
suspensiones).
3) Reguladores de crecimiento (fitohormonas). Los explantes de Aapices
meristematicos requieren hormonas exdgenas mientras que los brotes apicales
con primordios foliares pueden ser independientes de suplementos hormonales
(Shabda-Moses y Murashige, 1979). Los reguladores de crecimiento se agrupan

BIRLIOTECA Agronomia U. ANL



en CINCOo categorias:
a) Auxinas. Estas a su vez se clasifican en débiles (acido indolacético AlA,
acido indolbutirico AIB y acido indolpropiénico); medianas (&cido
naftalenacético ANA); y fuertes (acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D)). Las
auxinas son necesarias para prevenir la diferenciacion de las plantulas a
'partir de callos, ayudan a la expansidn o aiargamiento celular. No se
recomienda el acido indotacético para su utilizacion en caiia debido a su
sistema de oxidacion (Pérez, 1991), ademas de que se encuentra en el
ultimo lugar de acuerdo a su efectividad respecto a las otras auxinas.
(2, 4D>ANA>AIB>AIA).
b) Citocininas. Estimulan la proliferacion de los tejidos, meristemos
axilares, y macollos, promueven la divisién celular y ia organizacion en
callos, ademas de inhibir la rizogenesis. Se requieren altas
concentraciones de esta hormona para la formaciéon de muitiples brotes
durante la micropropagacion. Las citocininas mas utilizadas son:
cinetina (no inhibe rizogénesis, estimula la formacién de brotes y yemas
adventicias), benciladenina (aumenta el ahijamientc a medida que aumenta
su concentracion, ademas de inhibir la rizogénesis); zeatina; e
isopentiladenina. Segun Hu y Wang (1983) Ia eficiencia de las citocininas
se presenta en el siguiente orden: benciladenina>cinetina>zeatina.
c) Giberelinas. Estas son poco utilizadas ya que inhiben la organogénesis
(en particular la rizogénesis) y muestran efectos variables segun su
concentracion y el material al que se aplican. Promueve el alargamiento y
reprime la formacion de brotes en la micropropagacion.

d) Acido abscisico. Estimula la sincronizacién durante la embriogénesis e
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inhibe el crecimiento.

e) Etileno. Es una hormona gaseosa cuyo papel aun no esta bien definido.
Actua positiva o negativamente sobre |a organogénesis, embriogénesis y
division celular, dependiendo del explante al que se aplicay la
concentraciéon utilizada. (Pierik, 1990)
4) Arﬁinoécidos. Proporcionan fuente inmediata de nitrégeno y su entrada ail
explante puede ser mas rapida que en forma inorganica o de quelato. Algunos de
ellos son la arginina (estimula raices), cisteina (agente reductor), giicina y serina.
5) Carbohidratos. Constituyen la fuente de energia y de carbono. La sacarosa y ia
glucosa dan los mejores resultados en el cultivo in vitro de la cana de azucar
(Nickell y Maretzki, 1970). Aunque la sacarosa es la mas utilizada, también se
emplea la glucosa, maltosa, rafinosa, galactosa, manosa y lactosa. La
concentracion de este componenete puede tener efectos decisivos en el
desarrollo def tejido.
6) Agentes solidificantes. Representan el sistema de soporte. Los mas comunes

son los derivados de algas marinas (agares). Tambien se utilizan gelatinas y
grenetinas.

7) Agua. Esta debe ser bi ¢ tridestilada y desmineralizada.

8) Suplementos no definidos. Estos son materiales cuya composicion no siempre
es la misma, ya que varian de acuerdo al origen. En cafia de azucar el mas
nombrado es el agua de coco para el crecimiento de clones y para su enraice,
pero se recomienda su eliminacion de los medios para proliferacién debido a su
ailto contenido de auxinas (Krikorian, 1983). En ocasiones el exiracto de malta-
levadura da mejores resultados que el agua de coco (Heinz et al, 1977) y también

son utilizados algunos otros materiales como lo pueden ser los jugos de diversas

frutas y la caseina hidrolizada.

B‘BUOTECA Agronomia U.ANI.
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3.3.- Usos y aplicaciones.

En un principio el CTV fué utilizado como herramienta para el estudio de la
fisiologia vegetal y la biologia celular o molecular, actualmente su utilidad en
dicho campo sigue siendo muy amplia y se esta utilizando sobretodo en el mapeo
y caracterizacion de genes.

La conservacién de germoplasma valioso, tiene gran importancia para
especies con semillas recalcitrantes (café), especies de propagaciéon vegetativa
(cafta de azucar) o de dificil reproduccidén (cactaceas), utilizando técnicas de
cultivo In vitro se pueden mantener dichos materiales sin exponerlos a fendbmenos
meteorologicos, plagas, enfermedades o contaminaciones con otros materiaies,
realizandose en un peqguefio espacio con ambiente controlado. Su conservacion
puede ser a corto o mediano plazo, utilizando reguladores que limitan su

crecimiento, 0 a largo plazo usando la crioconservacion.

La produccion de sustancias naturales como aceites esenciales,
glucésidos, aicaloides y enzimas es otra aplicacién del CTV,; se pueden igualar o
superar los sistemas tradicionales y se evita el problema de abastecimiento de
materias primas debido a las temporadas de produccion que se ven limitadas por
las condiciones climaticas (Villalobos, 1985).

En el drea del fitomejoramiento se pueden utilizar técnicas de CTV para
obtener: variaciones como poliploidia, aneuploidia 0 mosaicos cromosdmicos
surgidas por el uso de estas técnicas; mutaciones inducidas; polipoidia inducida o
por cultivo de endospermo; plantas haploides; cruzas interespecificas o
intergenéricas que presenten incompatibilidad o problemas de esterilidad;
fusiones de células somaticas (hibridacién parasexual); etc.

La produccion de haploides tiene mucho potencial en la deteccion de

mutantes y en la obtencién de plantas homocigéticas directamente en una sola

UANI
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generacion. Igual de importante es el cultivo de protoplastos como herramienta de
gran uso en la ingenieria genética, asi como el cultivo de meristemos apicales
para obtener plantas libres de virus.

Otra aplicacién de CTV es la micropropagaciéon, se utiliza como valiosa
herramienta para la rapida muitiplicacién de variedades mejoradas (como en
cana), produccion de clones comercialmente redituables y muchos otros usos que
se expondran con detalle en el tema siguiente.

3.3.1 Micropropagacién

La micropropagacién es una técnica aséptica de propagacion clonal bajo
condiciones controladas, con la cual se asegura la calidad fitosanitaria y la
uniformidad e identidad genética de las plantas que se producen. Ademas, esta
técnica acorta al 50% o menos el tiempo convencional de propagaciéon (Pérez,
1990), con la ventaja de poder realizarse en cualquier época del afo y en un
espacio relativamente pequerio.

Se justifica el uso de la técnica de micropropagacién para: a) Propagar
especies economicamente redituables (ornamentales, frutales o forestales); b)
Propagar especies de lenta o dificil reproduccion en condiciones naturales (como
en el caso de la cafla de azucar); c¢) Obtener poblaciones genéticamente
uniformes que faciliten la mecanizacion en el campo; d) Disponer de planta para
siembra, industrializacién o investigacion durante todo el afo; ) Obtener plantas
libres de virus; f) Realizar intercambios genéticos sin barreras fitosanitarias; g)
Formar bancos de germoplasma; h) Produccion masiva de especies didicas
donde solo uno de los sexos es el de valor comercial (papaya, jojoba).

La utilizacion de brotes apicales para la rapida propagacion clonal, fué
primeramente utilizada por Morel (1960), durante sus estudios para la obtencion

de orquideas libres de virus, provenientes de plantas infectadas.
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La micropropagacion se puede también lograr utilizando cultivo de callos, que
produzcan brotes, 0 a través de embriogénesis somatica, pero se tiene el riesgo
de que ocurran mutaciones, por lo que generalmente la técnica se realiza a través
de apices caulinares (como en el caso de la caia), los cuales forman brotes
adventicios o axilares, " aunque sea tardado lo vale su uniformidad genética "
(Vasil, 1980).
3.3.1.1.- Cultivo de apices.

El cultivo de apices es la técnica adoptada para la micropropagaciéon. El
uso de dicho tejido en CTV se remonta a 1933 cuando White experimento con

brotes apicales de Stellaria media y mas tarde Loo en 1945 utilizd puntas de tallo

{de 5 mm de longitud) de esparrago. A partir de entonces empezé la disyuntiva
por el tamano del explante, la respuesta a dicha disyuntiva comenzé cuando Ball
(1946) encontro que era posible regenerar plantas a partir de apices, siempre y
cuando este incluyera un minimo de 3 primordios foliares, posteriormente Morel y
Martin (1952) utilizaron apices meristematicos extremadamente pequefios para
eliminar virus en plantas de Dahlia. Otro evento importante fué cuando Smith y
Murashige (1970) tuvieron éxito con apices sin primordios foliares.

En la actualidad se define al apice como el conjunto constituido por el
meristemo y los tejidos subyacentes sin prejuzgar sus dimensiones (Margara,
1988), ya que estos dependen de la especie y su estado de desarrolio. Al apice
se |e puede llamar también punta o brote apical, pero no hay que confundirio con
el apice meristematico, meristemo apical 0 meristemo, términos que normaimente
se usan indistintamente, aunque estos ultimos se refieren al tejido del domo
meristematico encontrado en la extremidad del &pice, que es usado para la
producciéon de plantas libres de virus y que mide tan soio 100 X 200 micras

(Krikorian, 1983). Para fines practicos se denomina Apice al explante cuya
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longitud es de 1 mm o mas, el cual es usado generalmente en la
micropropagacion y se considera meristemo a los de menor longitud (Margara,

1988).
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4.- CTV en caia.

4.1.- Antecedentes

El CTV en cafia de azucar fué iniciado en 1961 por ia " Hawaiian Sugar
Pianters Association (HSPA) " para estudiar la fisiologia vegetal de la planta,
para esto utilizaron tejido parenguimatico y produjeron un callo que crecid en
medio liquido. Dicho callo fué subcultivado creando nuevos callios que después
de un tiempo mostraron caracteristicas diferentes. Se dieron cuenta que tenian
diferente numero cromosdomico, y con el conocimiento de la totipotencia
encontrado ya en ofras gramineas (Liu, 1988} comenzaron a trabajar en la
busqueda de subclones prometedores. En la misma década (1966) en Fidji, se
utilizaron las técnicas de cuitivo in vitro para sobrelievar la incompatibilidad
embridn-endospermo resultado de las cruzas interespecificas e intergenéricas
(Krikorian, 1983).

La formacidon de brotes fué reportada por Heinz y Mee (1968),
posteriormente Nickell (1969) utilizé suspensiones celulares. Maretzki (1973) fue
el primero en aislar protoplastos e inducir formacién de calio y al afio siguiente
Krishnamurthi obtuvo la primer planta resistente al mosaico de la cana usando
CTV. Las primeras plantas de alto rendimiento y alta concentracion de sacarosa
fueron resuitado del cultivo de callos de Liu y Chen (1978). La regeneracién de
plantas haploides provenientes de anteras la hizo Chen et al durante 1979, al
mismo tiempo que Vasil et al (1980) estudiaban la fijacion del Nitrégeno utilizando
callos. Liu y Yeh (1982) seleccionaron la primer planta de cafia resistente a
salinidad y posteriormente se logré formar un callo a partir de células en

suspension durante un experimento realizado por Chen y Shin (1983).

12341
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En los trabajos de mejoramiento genético tradicional se topan con la alta
poliploidia, la inestabilidad y el mosaico cromosomico que se presentan en este
cultivo. Por medio de CTV se produce variacion somaclonal y gracias a esto se
han obtenido resistencias a enfermedades causadas por Sclerospora sacchari,

Helminthosporium sacchari, Ustilago scitaminea, Puccinia melanocephala y

algunas por virus, como el de la enfermedad de fidji o el del mosaico de la cafha
(Krikorian, 1983). De la misma forma se han obtenido subclones de alto
rendimiento en campo y de sacarosa, resistentes a sequia o salinidad y otros con
ausencia de floracién.

4.2.- Técnicas comunes de CTV aplicables a la caia de azucar.

Todas las técnicas de CTV se pueden emplear en cafa de azucar, las mas
mencionadas en la bibliografia son las siguientes:

a) Cultivo de calios. El callo es una masa de células indiferenciadas que
presentan una constante divisidén celular, se obtiene a partir de cualquier parte de
la planta, pero se ha reportado a la inflorescencia inmadura sin emerger como el
explante que lo forma con mayor rapidez y que regenera mayor numero de
plantas (Liu, 1981). El cultivo de callo es mutagénico debido al tiempo que
permanece in vitro y al efecto de los componentes del medio de cultivo sobre- su
estabilidad genética; es por eso que el cultivo de callo es usado en la generacién
de la variacion somaclonal necesaria para la seleccidon de subciones.

b) Cuiltivo de protoplastos. Por medio de procedimientos enzimaticos se
pueden efiminar las paredes celulares, dejando a los protoplastos libres y en
posibilidad de hacer con ellos hibridaciones parasexuales intergenéricas o
interespecificas. También se pueden realizar transformaciones genéticas a través
de la ingenieria (por ej. introduccion de genes de soya fijadores de nitrégeno al

genoma de la cafa). Una vez cumplido el objetivo, se regenerara una nueva
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pared celular para que la célula pueda convertirse en una planta a través de
técnicas in vitro.

c) Cultivo de anteras. Utilizando anteras inmaduras se pueden obtener
plantas haploides, las cuales son el principio de una via rapida para la formacion
de lineas isogenicas, las cuales son dificiles de obtener por los métodos
convencionales de mejoramiento en caia, debido a ia capacidad de floracion que
se pierde durante las multiples autopolinizaciones.

d) Suspensiones celulares. Se utiliza en el estudio de caracteristicas
fisioloégicas, bioquimicas y metabdlicas; en la seleccibn de subclones,
principalmente en aquellos resistentes a salinidad y sequia; y en la actualidad la
técnica de suspensiones celulares se esta utilizando para sintetizar productos
primarios y secundarios (actividad en ia cual la cafa es actualimente inferior a
otros cultivos como el maiz, yuca y papa (Arrollo, 1988)).

e) Cultivo de apices. Representa la mejor técnica usada en la
micropropagacion de cana de azucar y en la obtencién de pléntulas con calidad
fitosanitaria asegurada. Esta técnica fue anteriormente explicada en forma
general y especificamente para la caia se describira en apartados posteriores_._
4.2.1.- Micropropagaciéon en cafia a través de cuitivo de apices.

En seguida se presentan algunos eventos significativos en la historia de la
técnica de micropropagacion en caifa: 1) Uno de los primeros trabajos de
micropropagacion en cafia lo realizd Meri (1971), utilizando apices de 0.7 a 0.8
mm de longitud, teniendo como objetivo eliminar el virus del mosaico de la cafia,
2) Payan et al (1977) aplicaron la técnica usando yemas axilares; 3) Waterworth y
Khan con el fin de intercambiar germoplasma a nivel internacional,
micropropagaron cafia durante 1978; 4) Sauvaire y Galzy (1981) experimentaron

con Apices caulinares para observar si existia variabilidad; 5) Hendre et al. (1983)
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utilizaron apices de 2 a 3 mm brotados de yemas tratadas con termoterapia; 6)
Screenivasan trabajé con esta técnica para conservar material en la coleccion
mundial de germoplasma desde 1985; 7) El tratamiento de estacas con agua
caliente para luego utilizar sus apices de 2 mm buscando plantas libres de virus,
carbon y escaldadura foliar, fue realizado por Lee (1986).

En fechas mas recientes, investigadores como Anderlinis, Kotska, Loureus,
Martin, Pérez y muchos otros han seguido usando la micropropagacion,
encontrando que el mejor explante para ello, es el apice. Ya que aunque se
pueden usar yemas axilares, estas se contaminan con mayor frecuencia, mientras
que las apicales bajo un manejo aséptico, no requieren desinfestacion (Pérez et
al., 1990).

La cafa también se puede micropropagar a través de callos o cualquier
otro tejido, pero sigue resuttando el apice el de mayor respuesta y confiabilidad en
la identidad genética; a pesar de la posible aparicidn de variabilidad en las
plantas micropropagadas mencionada por Maribona (1988). Dicha variabilidad
puede venir de los métodos y medios de cultivo (se puede evitar haciendo uso de
los mas simples); o por la utilizacion de una planta quimérica como donadora (se
puede evitar con selecciones individuales previas).

Por medio de la técnica de micropropagacién se reporta un aumento en el
rendimiento agricola del 12 al 13% utilizando plantas micropropagadas (Andertini
y Kotska,1986), al igual que un incremento del 5 at 30% en el numero de tallos de
las plantas provenientes de la micropropagacion (Pérez et al, 1987).

El nimero de plantas obtenidas de un solo apice varia segun los autores.
Mendre et al. (1983) reportan 10,000 individuos micropropagados en un afo,
coinciden con ellos Sauvaire y Galzy (1983). Hendre et al. (1983) mencionan la
posibilidad de producir 200,000 plantulas en 6 meses y Lee (1986) escribe que se
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pueden obtener hasta 400,000 en el mismo tiempo. Sin embargo dzabido a que
una fuente de variabilidad es la edad del explante o el nimero de pases o
subcultivos a los que se ha sometido, Revenii (1986) recomienda para cana,
obtener solo 10,000 plantulas por apice, basandose en la similitud con la
micropropagacion de piatano.

Son varias las fases que intervienen en el proceso de micropropagacion
(Fig 1), mismas gque se expondran con detalle a continuacion; en forma general el
mecanismo es el siguiente: Un explante (apice) ya establecido in vitro, a través de
las citocininas contenidas en el medio de cultivo, pierde su dominancia apical.
Este fendbmeno conduce a la formacion de macollos provenientes de yemas
axilares o adventicias; posteriormente cada brote es subcultivado ya sea para
sufrir el mismo proceso o para enraizario y aclimatarlo, convirtiéndose en plantula
lista para sembrarse. Para cualesquiera de los propésitos antes mencionados el
medio de cultivo juega un papel decisivo durante ei desarrollo del proceso.
4.2.1.1.- Medios de cultivo utilizados en caia.

Para la micropropagacion en cafa generatmente se usan variaciones del
medio de White (1943), Murashige y Skoog (MS) (1962), Heinz y Mee (1969) vy el
de Schenk y Hiidebrandt (1972), entre otros; requiriéndose uno o varios de ellos
durante las distintas fases del proceso. A menudo se encuentran reportes que
indican por ejemplo: " el medio de White es superior al de Murashige y Skoog
para el crecimiento celular pero no para el desarrollo de la totipotencia. (Barba
and Nickeil 1969) ".

El medio puede ser sdélido o liquido, Smith y Murashige (1970) reportaron
que el medio sdlido resultd exitoso para el cultivo de meristemos apicales, pero en

algunos casos se tienen dificultades, como por ejemplo la oxidacion que se
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&
Plantula para siembra.

Fig 1- FEtapas de la técnica de micropropagacion a través de apices
caulinares. Basado en Murashige (1974) y Krikorian (1983).
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presenta en algunas variedades para lo cual se puede emplear la técnica usada
por Goodwin (1966), quien utiliza medio liquido con puente de papel filtro.
4.2.1.2 Fases de la micropropagacion.

Como ya se ha mencionado, la micropropagacion de la cana de azucar es
comunmente realizada a través del cultivo de apices, cada centro de
investigaciones utiliza una metodologia semejante, pero con diferencias en cuanto
a los medios de cultivo, tamario del explante, esterilizacion, etc. Para entender la
técnica, se ha dividido en cuatro fases (Fig 2), mismas que traslapan u omiten

algunos autores. Dichas fases se exponen a continuacion.

4.2.1.2.1.- Establecimiento. En esta etapa se selecciona la planta madre, se
esteriliza, se obtiene el explante y se le coloca en un medio especifico para que
obtenga un determinado crecimiento.

La seleccion de la planta donadora es importantisima, ya que sus
caracteristicas seran trasmitidas a toda una gran poblacién, por ello no solo hay
que observar su fenotipo sino también su genotipo a través de pruebas de
progenie. Murashige (1974) propone un pretratamiento a la planta donadora con
fumigantes y fertilizantes, a esto le llamé etapa cero y sirve para asegurar el vigor
y la calidad fitosanitaria del material vegetativo. Se recomienda que la edad de Ia
planta sea de seis a ocho meses (Heinz et al, 1977), aunque se pueden utilizar
plantas de cualquier edad siempre y cuando no sean muy viejas.

Escogida la planta se procede a obtener la parte apical del cogollo para
poder desinfestarla, su tamafo se reduce a los primeros tres o0 cuatro centimetros
partiendo del meristemo apical cortando con un cuchillo al principio y retirando
hoja por hoja posteriormente, con cuidado de no quebrar el delicado apice.
Obtenidas estas secciones se desinfestan sumergiéndolas en alguna de las

siguientes soluciones:
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Obtencién de los primeros 3 cm apicales del talio
por medio de defoliacion.
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| Predesinfestacon con solucion de alcohol al 70%
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Desinfestacion con solucion de hipoclorito de sodio comercial al 10%
durante 10 minutos.

L

Enjuague con solucion esterilizada de acido citrico a razon de 100 mg/i.

(Repetir 3 veces)

W

Obtencidn aséptica del apice.
(0.5 cm de longitud)

Siembra aséptica en medio de cultivo.

4

Sellade y etiquetado.
&

Colocacion en cuarto de incubacion.

Fig 2.- Metodologia utilizada en |la fase de establecimiento
durante la micropropagacion de la cana de azucar.
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a) alcohol al 70% (v/v) durante un minuto y después 20 minutos en hipoclorito de
sodio comercial al 20% (v/v) (Lee, 1986);

b) agua oxigenada al 12% (v/v) durante 10 minutos (Universidad Central de Las
Villas (U.C.L.V.) Santa Clara, Cuba, 1990},

c) cltoro al 3% (v/v) y cloruro mercurico al 0.1% (v/v) (Méndez, 1993).

Ya esterilizada la seccion y frente a la campana de flujo laminar, se siguen
removiendo con la ayuda de pinzas y bisturi las hojas que todavia contiene hasta
obtener un apice de 5 a 15 mm (U.C.L.V.,1990), 0.7 a 0.8 mm (Meri, 1971), 2a 3
mm (Hendre, 1983), o 2 mm (Lee, 1986). Esto depende de la variedad de la cafa
y la habilidad del investigador.

Lee (1986) maneja otra técnica en la cual obtiene sus apices, de brotes
provenientes de puntas de cana esterilizadas en hipoclorito de sodio comercial al
20% (v/v) durante 40 minutos e incubadas por 20 a 30 dias en vermiculita a 30° C,
las cuales han obtenido un crecimiento de 20 a 25 cm de altura. A dichos brotes
se les extrae el apice y se les esteriliza de ia forma antes mencionada.

El apice es colocado en un medio sdlido o en uno liquido. No se consigna
diferencia de respuesta hacia alguna de estas condiciones (Shukla, 1894), pero la
mas utilizada es la de medio liquido.

Los medios de cultivo utilizados en esta fase varian segun el autor pero,
todos son modificaciones de medios anteriormente mencionados con variantes en
el tipo y cantidad de reguladores de crecimiento y ausencia o presencia de
aminodcidos y otros suplementos de composicion no definida. Por ejemplo, la
U.C.L.V. utiliza las sales del medio MS (1962) con las vitaminas de Heinz y Mee
(1969) adicionado con 0.3 mg/l AlA, 0.8 mg/t kinetina, 0.002 mg/l AIB y 10 % (v/v)
de agua de coco. Shukla (1994) reporta éxito con medio MS y 0.5 mg/l BAP,
cinetina y AlB; por otro lado Hendre (1983) afade al medio MS 0.1 mg/l de acido
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giberélico, 0.01 mg/l AIB y 5% (v/v) de agua de coco. De la misma forma
Screenivasan (1985) y Krikorian (1983) utilizan el medio de White, anadiéndole el
primero 1 mg/l AlB, 2 mg/l de glicina; mientras que el segundo 1 mg/l de AIB y
1.07 mg/l de cinetina, coincidiendo ambos en usar 0.5 mg/l de acido giberélico y
10% (v/v) de agua de coco.

El apice, aunque en menor grado que las yemas, también sufre
oxidaciones, debido a la presencia de polifenoles; esta oxidacion inhibe el
crecimiento, por lo que Heinz (1977) propone enjuagar los explantes en una
solucion con 100 mg/! de cisteina durante un minuto, y ademas adadir 50 mg/|l de
cisteina al medio para que actue como agente reductor y evitar asi el problema,
también se puede utilizar 0.06% de polivinyl pyrrolidone en el medio (Shukla,
1994). En la Universidad de Texas A&M en Estados Unidos cambian el medio
diariamente para evitar dicho oscurecimiento (Comunicacion personal Biol. M.
Campos, investigador de Texas A & M), mientras que la U. C. L. V. en Cuba
propone colocar de modo invertido el explante para obtener una reduccién en la
oxidacion (Comunicacion personal Dr. Pérez Ponce, investigador de la U.C. L. V.).

Tanto en esta fase como en la siguiente, existen condiciones de incubacion
gue varian de 1000 a 3000 lux de intensidad luminica, 24 a 30°C de temperatura y
14 a 18 horas luz ai dia (Liu, 1986; Lee 1986; Walker, 1981; Méndez, 1994)
aunque estas cracteristicas en la micropropagacion comercial dependen de las
posibilidades econdmicas del laboratorio.

Ya establecido el explante tardara de 25 a 30 dias para obtener una altura
aproximada de 5 cm (Lee, 1986), que es la altura éptima para continuar con la
siguiente fase.

4.2.1.2.2.- Ahijamiento. Se le llama también etapa de proliferacion o

multiplicacion y es en ella donde se rompe la dominancia apical de la planta
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establecida, con el objetivo de obtener un macollo de brotes axilares vy
adventicios, que posteriormente se separaran a nuevos recipientes. El medio
liquido es el mejor para esta fase ya que provee una tasa de multiplicacién mayor
(Heinz, 1977). La mayoria de los autores coinciden en partir del medio MS,
haciendo modificaciones particulares como la adicién de: a) 0.1 mg/l de AlA, 2
mg/l de BAP y 1.0 mg/l de cinetina (Shukla, 1994); b) 6 BAP 0.1 mg/l o 6 BAP
0.624 mg/l y ANA 0.025 mg/l (Heinz et al, 1977), ¢) 0.1 mg/l de cinetina, 0.2 mg/l
de BAP y 0.05 mg/l de biotina (Méndez, 1994). E! agua de coco y el AlA son
perjudiciaies en esta etapa (Krikorian, 1983), asi como las dosis altas de 6 BAP,
las cuales producen muchas plantulas, pero de pequerio tamafo y dificil
enraizamiento.(Heinz et al, 1977)

Una vez alcanzada la altura 6ptima, las plantulas se colocaran en numero
de 5 0 6 en una caja magenta conteniendo 35 ml de medio o en matraces
Erlenmayer de 250 ml conteniendo 50 ml de medio. Cada explante producira
brotes que seran subcuitivados a los 30 dias, para seguir produciendo mas brotes
que de ahora en adelante seran subcultivados cada 15 dias. Por lo tanto, a un
explante se le practicaran en promedio 4 o S pases o subcultivos, teniendo un
coeficiente de ahijamiento de 10 plantulas por pase (UCLV, 1990). Su tasa de
multiplicacion por pase varia del 12 al 22% de acuerdo al genotipo y a la edad del
explante in vitro (Lee, 1987), la 6ptima es del 19% pero, debido a la
contaminacion se reduce al 16.4% (Walker, 1993).

A medida que aumenta el numero de pases, aumenta consigo |a tasa de
multiplicacién, por la formacion de muitiyemas (Pérez, 1989), sin embargo no se
recomienda obtener mas de 10,000 plantulas por explante (4 o 5 pases), para no

inducir posibles mutaciones.
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Al pensar en una multiplicacion comercial, se deben escoger los medios y
condiciones de incubacidon que produzcan al mas bajo costo cada plantula, por
ejemplo una buena tasa de multiplicacién se obtiene con solo 2 3 3 explantes por
recipiente, pero seria muy alto el costo debido al manejo, a la cantidad de medio,
envases y espacio utiizados; por lo que se aumenta a 6 u 8 explantes por
recipiente, aunque se tenga una menor tasa de multiplicacion.

Algunos modelos propuestos son el de la Hawaiian Sugar Planters
Association y el de la U.C L.V. El primero utiliza cajas magenta (GA7) con 35 ml y
8 explantes en cada una, cada hombre transplanta 6.7 cajas y producen con ello
20.4 nuevas cajas. Aun teniendo una contaminacién del 10 al 25% se producen
3140 piantas de un solo explante después de 7 generaciones (Walker et al,
1993). El segundo utiliza frascos con 5 plantas cada uno, deja para ahijamiento el
10% y enraizan el 90% restante. Cada planta produce 3 hijos y como cada
persona maneja 100 frascos en un dia, se obtienen 1350 plantas por hombre en
un dia. (90 frascos X 5 plantas X 3 hijos = 1350 plantas) (U.C.L.V., 1990).

4.2.1.2.3.- Enraizamiento. La mayoria de los autores consigna un deficiente

enraizamiento en la cana de azucar in vitro (Heinz et al, 1977), debido a que las
plantulas provienen de medios con citocininas que lo inhiben. Durante esta fase
las plantulas (de 3 a 5 cm) provenientes del ahijamiento se separan, se elimina el
tejido necrosado y son colocados en medios liquidos como el de Schenk y
Hildrebrandt modificado, el de Heinz y Mee al 50% con 5 g/l de carbon activado y
9% de sacarosa o el MS con 9% de sacarosa y sin agua de coco (Heinz et al,
1977), MS con 5 mg/l de ANA y 5% de sacarosa (Shukla, 1994), MS al 50% con
ANA 0.02mg/l, BAP 0.02 mg/l y 0.05 mg/l de giberelinas (Méndez, 1993) o e! MS

sin vitaminas de Heinz y Mee, AlA 1.3 mg/l y 4% de sacarosa (Pérez, 1991). Se
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recomienda una temperatura de 15° y luz difusa como condiciones de incubacién
durante esta fase (Lee, 1986).
Una vez que los primordios foliares se hayan desarroiflado o las plantulas

tengan una aitura de 6 a 9 cm aunque aun no hayan enraizado, se pasaran a la

siguiente etapa, la aclimatacion.

4.21.2.4.- Aclimatacidon. Esta fase también es conocida como endurecimiento,

dura de 20 a 60 dias, segun el material y las condiciones en que se realice. En la
U.C.L.V. se podan las hojas de las plantulas, se dejan 4 dias en agua destilada y
se pasan a almacigos con tierra preparada y sombra durante 10 a 15 dias, para
llevario al terreno definitivo después de 6 a 8 semanas, realizando una
subdivision si ésta es posible. También se propone primero una estancia en
vermiculita, dandoseles riegos con solucion al 0.5% del medio para enraizar.
Cuando tienen de 15 a 18 cm se llevan a un almacigo de tierra suave, donde
pasan 4 0 6 semanas (Liu, 1982). Un sustituto de la vermiculita utilizada por Liu,
es una mezcla de agrolita y germinasa en refacion 3:1, y cubiertos con plasticos
durante 20 dias en invernaderos (Méndez, 1993). Las plantulas endurecidas se
traspiantan a terreno definitivo a distancias de 35 cm entre piantas y 1.37 m entre
hileras (Liu, 1982).

4.2.2.- Micropropagacién de cafa a través de cultivo de callos.

Esta técnica no compite contra la micropropagacidon que utiliza como
expiante a los apices debido a la menor tasa de multiplicacion y a la posibilidad
de que ocurran mutaciones; sin embargo es necesario conocer la técnica a
grandes rasgos debido, al uso que se le da en diversos campos de |a
investigacion y para efecto de poder compararia con la técnica antes mencionada.

Para la formacion de callo, se puede tomar cualquier tejido u 6érgano de la

caia pero la mayoria de {os autores (Barba et al, 1969; Heinz et al, 1977; Liu,
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1983) coinciden en mencionar a la inflorescencia inmadura sin emerger como el
mejor material. Los medios mas utilizados son el de Payan y Tarcon, y el de
Murashige y Skoog, ambos modificados y con adiciones de agua de coco y 2,4-D
(Heinz et al, 1977).

Se observa la iniciacion del callo a los 4 dias de establecido el explante y a
las 4 6 5 semanas se forma un gran callo (Liu, 1983), éste se subdivide
colocandose en el medio antes mencionado para seguir formando callo o en otro
distinto para continuar a la etapa de diferenciacién. El medio para la
diferenciacion contiene acido naftalenacético, cinetina y agua de coco, los cuales
ocasionan la aparicion de meristemoides, que dan lugar a brotes apicales. Se
pueden obtener de 20 a 35 plantulas por tubo de ensaye (de 30 X150 mm) en
cada pase (Liu, 1983). Estas se pasan a un medio para enraizar, sobreviviendo
solo un 70% de los clones aproximadamente (Heinz y Mee, 1969). Posteriormente

se someten a una aclimatacion para prepararios a la siembra definitiva.
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5.- Trabajo practico de la fase de establecimiento in vitro en cafa de azlcar.

El trabajo consistid en ta realizacion de ta fase de establecimiento aséptico
en la micropropagacion de cafia de azucar utilizando &pices caulinares. Este se
llevé a cabo en el laboratorio de Biotecnologia vegetal de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (F. A.U.AN.L.). Se estudié
la respuesta al cultivo in vitro, de las siguientes variedades de cana de azucar:
MEX 68-1345, MEX 68-1347, CP 72-2086, MEX 5532, Q 68 y CO 997.

5.1.- Descripcién de la metodologia utilizada.

Las variedades utilizadas fueron obtenidas en la localidad de Panuco,
Veracruz, en Marzo de 1995. Para faciiitar el transporte de las plantas se elimind
la parte basal del tallo, dejando solamente el cogollo (punta de tallo) y los 4
entrenudos proximales visibles (fig 3). En el “area de trabajo” del laboratorio se
extrajo el apice caulinar sometiendo a los cogolios a un praoceso de eliminacion de
las hojas envolventes y porcion basal del tallo, hasta reducirlo a un segmento de
3 cm, incluyendo el apice mencionado.

5.1.1.- Preparacion de medios de cuitivo.

Los medios de cultivo utilizados fueron el de Murashige y Skoog (MS 1962)
modificado por Taylor et al, (1993) y el de White (1943) maodificado por
Screenivasan y Screenivasan (1985). Ambos medios fueron preparadoes utilizando
las sales inorganicas y los compuestos organicos que se muestran en el cuadro 1
y se estandarizaron a un pH de 5.7.

El “agua de coco” utilizada en la composicion de ambos medios fue
extraida de cocos maduros, calentada a 50°C durante 10 minutos y filtrada, para

posteriormente refrigeraria hasta el momento de preparacién del medio.



Fig 3.- Obtencion del apice caulinar a partir del cogolic © punta de tallo.



MEDIO DE CULTIVO

COMPONENTES M.S. (1962) White
(1943)
Sales inorganicas
MgS04.7H20 370 720
H3BO3 6.2 1.5
ZnS04.7H0 86 3.0
MnS04.H20 16.9 53
KI 0.83 0.75
Ca(NO3)4HO  |-——o 300
Na S04  f-- 200
KCI —— 80
NaH.PO4 = |- 16.5
NH4NO3 1650 r———
KNO3 1900 —
CaCl.2H20 440 -
KHoPO4 170 —meme
Nax-EDTA 37.3 —
FeS04.7H»0 27.8 ———
Naz;Mo04.2H20 0.25 —_—
CuS04.5H20 0.25 e
CoClp.6H0 0.25 ————
Compuestos organicos ———
Glicina 2.0 2.0
Piridoxina 0.5 —
Ac. Nicotinico 05 —-
Tiamina 0.1 ——
Myo-inositol 100 100
Cinetina 0.1 1.07
Ac. indolaceético (AlA) e 0.1
Ac. giberelico ———— 0.5
Bencil aminopurina (BAP) (0.2 ———
Sacarosa 20000 20000
Agua de coco 5% (viv) 10% (v/v)

BIBLIOTECA Agronomia U. ANL

Cuadro 1.- Medios de cultivo utilizados (componentes y cantidades).

3]
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Se virtieron 10 ml del medio MS a cada tubo de ensaye (20 X 150 mm) y
se les colocd en su interior un puente de papel filtro como soporte. Los tubos se
cubrieron con una tapa de polipropileno transparente y fueron sometidos a
esterilizaciéon (30 minutos a 1 atmdsfera de presidon en autoclave eléctrica).

El medio de White incompleto (sin acido giberélico) fue esteriiizado bajo las
condiciones anteriormente mencionadas. El acido giberélico por ser termolabil y
no haberse podido incorporar previamente a la esterilizacion, fue filtrado por
medio de ultra filtro millipore dentro de la campana de flujc laminar para
posteriormente afadirio al medio. En condiciones asépticas se virtieron 10 ml del
medio de White completo a cada tubo de ensaye y se les colocd su puente de
papel filtro y tapdn correspondiente.

5.1.2.- Desinfestacion.

Los segmentos de 3 cm fueron desinfestados primeramente en una
solucién de etanol (70% v/v) durante 30 segundos y posteriormente en una
solucién de hipoclorito de sodio comercial (0.6% de ingrediente activo) durante 10
minutos. En condiciones asépticas (en el interior de una campana de flujo
jaminar), los segmentos desinfestados fueron enjuagados 3 veces con una
solucion esterilizada de acido citrico (100 mg/l) para disminuir la oxidacion. Ya
enjuagados se mantuvieron en agua destilada esterilizada para evitar su
deshidratacion.

'5.1.3.- Establecimiento in vitro.

Con ayuda de pinzas y bisturi se realizaron cortes laterales y transversales
con cuidado de no eliminar e meristemo. Mediante esta practica se removieron
primordios foliares y porcion de tallo hasta reducir el segmento a 5§ mm de
longitud (fig 3), constituyendo asi el explante que fue colocado en cada uno de los

tratamientos correspondientes.
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En condiciones asépticas y mediante el uso de pinzas se destapd cada
tubo de ensaye y caja magenta para introducir en su interior el explante
correspondiente. Posteriormente se selld y etiquetd cada tratamiento y se trasladd
al area de incubacién, cuyas condiciones eran: temperatura de 25°C, 16 horas luz
al dia y una intensidad luminica proveniente de 3 focos de luz blanca de 75 Watts
colocados a 30 cm de los recipientes.

Se establecieron un total de 86 explantes de las diversas variedades. La cantidad
de explantes por variedad fueron distribuidos segun el medio de cultivo y el

contenedor utilizado tal come se muestra en el cuadro 2.

TUBOS DE ENSAYE CAJAS MAGENTA

Medio de Medio Medio Medio Medio
cult. MS White MS White
Variedad
MEX 68- 6 8 1 3
1345
MEX 68- 7 5 2
1347
CP 72-2086 8 8 2 1
MEX 5532 7 7 1
Q 68 7 4
CO 997 7 3

Cuadro 2. Explantes establecidos por variedad segin el medio de culitivo y el

contenedor utilizado.

Los contenedores utilizados fueron tubos de ensaye con puente de papel
fitro y cajas magenta (GA7). Se utilizaron estas ultimas para comparar el
comportamiento del explante establecido en ellas respecto a aquél establecido en
tubos de ensaye. La caja magenta esterilizada Hlevaba en su interior 10 m! de

medio de cultivo, cantidad suficiente para cubrir 1/3 de la altura del explante.
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Las variables evaluadas para determinar la respuesta de las diversas
variedades al cultivo in vitro fueron:
a) Longitud del brote apical. Se midid |la distancia desde el borde en donde se
encontraba originalmente el domo meristematico, hasta el borde superior del
brote apical.
b) Grado de oxidacion. Se establecid cualitativamente una escala numerica de
acuerdo a la acentuacién del color café de los explantes. Los valores se

asignaron de acuerdo al criterio detl observador.
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5.2.- Resuitados.

5.2.1.- Longitud del brote apical.

En las cajas magenta los explantes aumentaron sus dimensiones respecto
a los analogos de cada variedad colocados en tubos de ensaye con puente de
papel filtro.

En ambos medios la variedad CP 72-2086 obtuvo la maxima longitud,
desarrollando un brote apical de 1 a 1.5 cm. Algunos explantes de dicha variedad
colocados en medio de White desarrollaron una masa celular (callo) en su parte
basal. El resto de las variedades mantuvieron su tamano original, a excepcion de
la MEX 5532, la cual alcanzé un crecimiento de 2 mm en algunos explantes.

Basandose en el comportamiento de la variedad con mayor respuesta (CP
72-2086), los explantes establecidos en medio de White modificado obtuvieron el
mayor crecimiento, respecto a aquellos colocados en medio MS..

5.2.2.- Grado de oxidacion.

Todas las variedades presentaron oxidacion, sin embargo la variedad MEX
68-1347 fue la que obtuvo el menor grado de oxidacién. En general, los explantes
colocados en medio de White tuvieron un menor grado de oxidacion al
compararlos con los explantes de la variedad analoga estabiecidos en medio MS.

Al comparar variedades analogas con igual medio pero en diferentes
contenedores, se presentd un menor grado de oxidacion en aquel'los tratamientos

colocados en cajas magenta.
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5.3.- Conclusiones y discusiones.

5.3.1.- Longitud del brote apical.

Los explantes colocados en medio de White obtuvieron un mayor
crecimiento que aquellos establecidos en medio MS. Lo anteror no concuerda con
Krikorian (1983) quien comparandc ambos medios recomienda al MS. La
diferencia de la respuesta puede explicarse parciaimente a los distintos
reguladores de crecimiento utilizados en los medios; principalmente el acido
giberélico presente en el de White, el cual es utilizado para promover el
alargamiento celular in vitro (torres, 1989). Otra causa puede ser la mayor
cantidad de agua de coco presente en el medio de White, la cual promueve
crecimiento y division celular (Pollard, 1961, Lethan, 1974), pudiendo interactuar
con las auxinas para ello (Krikorian, 1983).

La causa por la que Ios explantes obtuvieron un crecimiento superior en las
cajas magenta podria deberse a que en ellas se mantiene un mayor contacto del
explante con el medio de cultivo, permitiendo asi una mejor asimilacién de los
nutrientes. Ademas en estos recipientes queda contenida una mayor cantidad de
aire disponible para los intercambios gaseosos.

El genotipo influye determinantemente en la respuesta a la técnica de
micropropagacion (Pérez et al, 1991), es por ello que podemos asumir que la
variedad CP 72-2086 tuvo la mejor adaptaciéon a la técnica al compararse su
crecimiento respecto a los demas genotipos utilizados.

Por otro lado, la oxidacion afecta al crecimiento (Shukla, 1994) y ésta se
presentd en mayor grado en los explantes establecidos en medic MS, pudiendo

ser esta la causa del menor crecimiento de los explantes.
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5.3.2.- Grado de oxidacion.

La oxidacion observada en todas las variedades, se puede deber a los
cortes laterales practicados a los explantes. Generalmente dichos cortes no se
recomiendan debido a que ponen en contacto con el oxigenc las sustancias
fendlicas contenidas en los explantes, produciéndose la oxidacion (fenolizacién).
Krikorian (1983) sefnala que la fenclizacion depende del genotipo, es por ello que
algunas variedades presentaron mayor grado de oxidacion que otras.

En el medio de White los explantes se oxidaron en menor grado. Una
causa pudo ser la mayor cantidad de agua de coco presente en dicho medio,
comparado con el medio MS; otra causa puede ser la mayor cantidad de nitratos
en el medio MS, los cuales pueden provocar oxidaciones (Pierik, 1990), otro
factor podria ser el AlA, cuyo sistema de oxidacién (Pérez, 1991) pudiera haber
afectado a los explantes en medio MS ya que contenia una mayor cantidad de
este regulador del crecimiento.

En el medio MS se afiadieron por error las vitaminas contenidas en la
solucion "G" (piridoxina, acido nicotinico y tiamina), las cuales pudieron provocar
una mayor oxidacién, tal como sucede en el caso de violeta africana. En dicho
caso la adicidon de ias vitaminas mencionadas produjeron una oxidacién, lo cual
no sucede cuando se agrega solamente la tiamina (comunicacion personal Dra.
Elizabéth Cardenas catedratica e investigadora de la F. AU AN.L.)).

El menor grado de oxidacidn presentado en las cajas magenta se puede
explicar a una mayor ditucidn de las sustancias fendlicas en el medio, lo cual en el
caso de los tubos de ensaye no sucede, ya que dichas sustancias quedan

retenidas en el puente de papel filtro.

BIBLIOTECA Agronomia U.ALN.L,
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