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RESUMEN

En todas las plantas, la luz representa un factor primordial para su crecimiento y
desarrollo. Por cada molécula de CO, empleada como materia prima, las plantas necesitan
cierto numero de unidades elementales de luz, la cual controla el crecimiento y desarrollo
de las plantas. Sin embargo, no existe informacion cientifica publicada que mencione la
adicion de colorantes al medio de cultivo para su estudio en plantas in vitro. Por ello, el
objetivo de la presente investigacion fue establecer explantes de variedades de cafia de
azucar (Saccharum officinarum) en condiciones in vitro, y determinar si el tipo de color
en el medio de cultivo, tiene algun efecto fisiolégico de importancia agricola que permita
plantear mejoras en su propagacion. Para ello, se desinfestaron apices apicales de siete
variedades y se establecieron en un medio nutritivo MS con sacarosa 30 g-L*, mio-
inositol 100 mg-L™ y agar-agar 7 g-L%, se dividio en partes iguales y se agregaron por
separado los colorantes de anilina verde, rojo y azul, considerando un tratamiento sin
color como tratamiento control, se ajusto el pH a 5.7 + 0.01 y se esteriliz6 en autoclave.

Los resultados indican que el tipo de color en el medio de cultivo MS, si tiene efecto
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fisiologico sobre brotes de S. officinarum variedad Mex 79-431 cultivados in vitro, siendo

el color verde quien mejor favorecio el crecimiento o longitud de tallo significativamente
(DMS, p=0.05) (4.9 cm) y el color azul inhibi6 el crecimiento, también de forma
significativa (DMS, p=0.05) (1.8 cm).

Palabras clave: crecimiento, establecimiento, explantes, micropropagacion.

ABSTRACT

In all plants, light represents a primary factor for their growth and development. For each
molecule of CO- used as raw material, plants need a certain number of elemental units of
light, which controls the growth and development of plants. However, there is no
published scientific information that mentions the addition of dyes to the culture medium
for study in in vitro plants. Therefore, the objective of the present investigation was to
establish explants of sugarcane varieties (Saccharum officinarum) under in vitro
conditions, and determine if the type of color in the culture medium has any physiological
effect of agricultural importance that allows us to propose improvements in its
propagation. For this, apical tips of seven varieties were disinfested and established in a
MS nutrient medium with sucrose 30 g-L™*, myo-inositol 100 mg-L and agar-agar 7 g-L-
! it was divided into equal parts and the green, red and blue aniline dyes were added
separately, considering a treatment without color as a control treatment, the pH was
adjusted to 5.7 £ 0.01 and it was sterilized in an autoclave. The results indicate that the
type of color in the MS culture medium does have a physiological effect on shoots of S.
officinarum variety Mex 79-431 grown in vitro, with the green color being the one that
significantly favored growth or stem length (DMS, p=0.05) (4.9 cm) and the blue color
inhibited growth, also significantly (DMS, p=0.05) (1.8 cm).

Keywords: growth, establishment, explants, micropropagation.

INTRODUCCION

A nivel mundial, el cultivo de cafia de azicar (Saccharum officinarum L.) es uno de los
cultivos méas importantes por la superficie cultivada, el niumero de productores

involucrados y empleos que se generan (Figueroa-Rodriguez et al., 2015). En México y
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América Latina, la historia del cultivo de cafia de azlcar data de la mitad del siglo XV1,

abarcando desde la produccion agricola hasta la elaboracion de piloncillo, aztcar de mesa
mascabada y destilacion de aguardiente (Martinez-Gonzalez et al., 2019). Se reporta por
Figueroa-Rodriguez et al. (2015), que dicho cultivo ha llegado a ocupar en México el
séptimo lugar en area cultivada (673 480 hectéreas), generando 440 mil empleos directos
y aportando el 2.1 % al Producto Interno Bruto (PIB) y 8.6 % al PIB agropecuario. Sin
embargo, y a pesar de su importancia econémica en nuestro pais, cuando se compara el
rendimiento a nivel internacional, somos superados en 20 toneladas por Brasil y 55
toneladas por Colombia, donde éste ultimo, reporta un rendimiento de 120 toneladas por
hectéarea segun Santillan et al. (2014). Algunos de los factores que manifiestan la falta de
competitividad internacional de los rendimientos de cafia de azlcar en campo son el clima
(Valade et al., 2014), la fertilizacion (Lofton et al., 2012), la disponibilidad de riego e
inversion en el cultivo (Santillan et al., 2014), suelos no 6ptimos, tamafio de las unidades
de produccién y problemas por plantaciones vulnerables (Aguilar et al. 2012),
principalmente por una genética desgastada frente a plagas, enfermedades y factores
climaticos. Con base al contexto anteriormente expuesto, el cultivo de tejidos vegetales
in vitro es una herramienta biotecnoldgica que se fundamenta en la totipotencia celular y
a partir de células o tejidos (explante) cultivados asépticamente en medios de cultivo
controlados, se pueden obtener plantas libres de plagas, enfermedades y virus (Ramirez-
Mosqueda et al., 2022). También, permite obtener plantas rejuvenecidas y que puedan
expresar su potencial genético en un mejor rendimiento (Mancilla-Alvarez et al., 2021).
Para dicho fin, ya se cuenta con protocolos para la micropropagacion de cafia de azlcar
como lo publicado por Bello-Bello et al. (2014) en la Var. Mex-69-290, y por Rangel-
Estrada, et al. 2016) quienes mencionan la micropropagacion de las variedades 1TV 92-
1424, Laica 82-2220 y Q28-2, logrando la regeneracion de plantas mediante
organogénesis directa a partir de meristemos apicales en un medio de cultivo de
Murashige y Skoog (1962), adicionado con N6-Benciladenina (BA) y acido-indol-3-
acéetico (AlA), con un éxito en la aclimatizacién del 95 al 98 % de supervivencia; asi
como por Herndndez-Pérez et al. (2021) para diferentes cultivares de cafia de azucar
(Saccharum spp. Hybrids). Sin embargo, el costo de las técnicas de micropropagacion
suele ser mas alto que las técnicas convencionales a pesar de brindar mejores ventajas,
por ello, se han implementado estrategias que bajen dichos costos como lo menciona
Criollo-Chan et al. (2016) en la variedad de cafia de azGcar CP 94-1674, mediante el
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empleo de biorreactores de inmersién temporal y el empleo de Diodos Emisores de Luz

(LED). Incluso, también con técnicas convencionales de propagacion de cafia de azucar
se busca reducir costos (Tadeu y Aparecida, 2020). Asi mismo, se sabe que la luz juega
un papel vital en los organismos con capacidad de realizar fotosintesis para la elaboracion
de sustancias organicas que les sirven como alimento. No obstante, por cada molécula de
CO. empleada como materia prima por la planta, se necesita cierto nimero de fotones o
unidades elementales de luz dependiendo de la cantidad de luxes en el dia (dia soleado o
nublado), y también va a depender del tipo de la planta para aprovechar la luz de mayor
intensidad luminosa. Sin embargo, el concepto de fotomorfogénesis indica que la luz
controla el crecimiento y desarrollo de las plantas sin tomar en cuenta a la fotosintesis; es
decir, que el efecto fisiologico observado en una planta, puede deberse a la mezcla de
radiaciones (luz) de distinta longitud de onda y distinto color (Sabater, 1977; Blanco-
Valdés, 2019). En este contexto, se han realizado diferentes trabajos empleando cubiertas
plasticas y LEDs de diferente color para mejorar la produccion agricola, ya sea en
invernadero o laboratorio de micropropagacion (Reuveni y Evenor, 2007; Shin et al.,
2008; Casierra-Posada et al., 2009; Lin et al., 2011; Montemayor-Trejo et al., 2018; Li et
al., 2012; 2013; Bello-Bello et al., 2016; Martinez-Estrada et al., 2016; Ramos y Ramirez,
2016). Sin embargo, se desconoce de publicaciones cientificas donde se reporten
resultados con medio de cultivo de color para el cultivo de plantas in vitro, considerando
gue ya se mencionan alternativas para la micropropagacion de otras especies como
mencionan Pérez-de-Ledn, et al. (2020). En ese tenor, el objetivo de la presente
investigacion fue establecer explantes de variedades de cafia de azUcar (Saccharum
officinarum) en condiciones in vitro, y determinar si el tipo de color en medio de cultivo

tiene algun efecto fisioldgico de importancia agricola.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del experimento

La realizacion del presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de
Biotecnologia del Programa Educativo de Agrobiotecnologia de la Universidad
Tecnoldgica de Izucar de Matamoros, ubicada en Prolongacién Reforma No 168, Barrio

de Santiago Mihuacéan, Iztcar de Matamoros, Puebla. C.P. 74420.
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Material vegetal

Para el establecimiento in vitro, se emplearon las variedades de cafia de azUcar
(Saccharum sp.) Cp 72-2086, Mex 79-431, Mex 69-749, MY 55-14, ATEMex 96-190,
Mex 57-473 y ATEMex 96-40, colectadas en el municipio de Atencingo, Chietla, Puebla
en el mes de enero del afio 2020; se colectaron puntas apicales de 7 a 10 cm
aproximadamente en la mafana (antes de las 10 am) para trasladarse al laboratorio y

obtenerse apices frescos de aproximadamente 8 mm.

Establecimiento in vitro de explantes de variedades de Saccharum officinarum

Por separado y para cada variedad de S. officinarum, se aislaron &pices apicales y se
sometieron a un lavado con solucidn detergente por 5 minutos, se enjuagaron con agua
potable hasta que se elimind la espuma del detergente y se colocaron en un recipiente con
etanol al 70 % (v/v) por 3 minutos. Después, se enjuagaron con agua destilada y se
colocaron en una solucion de hipoclorito de sodio al 20 % (v/v) por 15 minutos en
campana de flujo laminar; posteriormente se enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril, se eliminaron los tejidos dafiados por la desinfeccion, se aislaron los apices de 5 a
8 mm aproximadamente y se sembr6 uno por cada tubo de ensayo en con medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) mas suplementos, segun la metodologia de Hernandez-Pérez
et al. (2021).

Efecto fisiologico de diferente color en medio de cultivo MS sobre explantes de
Saccharum officinarum var. Mex 79-431

Se emplearon explantes de S. officinarum var. Mex 79-431, ya que fue la variedad que
formo brotes en la etapa anterior. Para evaluar el efecto de diferente color en el medio de
cultivo, se emple6 un medio Unicamente con las sales inorganicas MS més sacarosa 30
g-L%, mio-inositol 100 mg-L™ y agar-agar 7 g-L™, ajustando la solucion final a un pH de
5.7 £ 0.01 y dividiéndose en partes iguales para adicionarse por separado tres colorantes
diferentes (rojo, verde y azul) de origen vegetal (anilina) a razén de 50 mg-L%, con lo
cual, se obtuvieron cuatro tratamientos diferentes considerando un medio de cultivo sin
colorante como tratamiento control. Después de fundir el agar en cada tratamiento, se
vertieron 10 mL por tubo de ensayo, se cubrieron con tapas hechas de papel aluminio
(Azteca®) y se sometieron a esterilizacion mediante una autoclave de vapor de agua tipo
horizontal a 1.5 kg.cm? durante 25 minutos. Finalmente, los tubos sembrados con brotes
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de S. officinarum variedad Mex 79-431, se colocaron en el area de incubacion por cuatro

Semanas.

Anélisis de datos

Para calcular el porcentaje de supervivencia de explantes al establecimiento in vitro, se
consideraron diez tubos de ensayo con un apice apical cada uno por variedad. La gréafica
se elabord mediante Microsoft Excel. Para la longitud de brotes de S. officinarum var.
Mex 79-431, el disefio experimental fue completamente al azar y se emplearon tres
repeticiones por tratamiento, considerando como unidad experimental a cada tubo de
ensayo con un explante cada uno. Se aplic6 un andlisis de varianza y una prueba de la
diferencia minima significativa (DMS) con un valor de p=0.05 para comparar las medias

de los tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento in vitro de explantes de variedades de Saccharum officinarum

Los resultados obtenidos indican que uno de los problemas para lograr el establecimiento
in vitro de explantes de S. officinarum, no sélo es la presencia exclusivamente de
miroorganismos como menciona Bello-Bello y Spinoso-Castillo (2023), sino también de
la necrosis que pueden sufrir los tejidos, ya sea por liberacion de sustancias fenolicas al
causar heridas durante la obtencién de explantes (Perales et al., 2016; Martinez Rivero et
al., 2020 y Vasquez-Hernandez et al. 2021), o por la posible presencia de etileno como
publicé Aguilar-Jiménez y Rodriguez —De-la-O (2020) en plantas de Euphorbia nutans
Lag., Bello-Bello et al. (2010) y Ochoa-Alejo y Ramirez-Malangén (2001) en plantas de
Capsicum spp., pudiendo afectar la obtencion de respuestas morfogénicas (Kumar et al.,
1998) e incluso causar una apoptosis celular como sucedio en este trabajo con variedades
Cp 72-2086 y Mex 79-431 de S. officinarum, registrandose la mayor pérdida de explantes
con 90 % y 70 %, respectivamente, por tejidos necrosados que por crecimiento de
microorganismos en los recipientes de cultivo (Figura 1); coincidiendo con Arellano et
al. (2015), que la mayor pérdida del material vegetal ocurre en los primeros subcultivos
0 durante el establecimiento, y por ello debe de llevarse a cabo la etapa cero
(pretratamientos fitosanitarios, nutricion y podas de rejuvenecimiento) de manera estricta

(Neumann et al., 2020) para tener mayor posibilidad de éxito en la etapa de
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establecimiento bajo condiciones in vitro. No obstante, los resultados sugieren aﬁe para
plantear un proyecto de propagacion de plantas in vitro, se debe considerar no sélo a la
especie vegetal, sino el cultivar o variedad de acuerdo a lo publicado por Dominguez-
Rosales et al. (2008) con especies de Agave, pues incluso un genotipo diferente podria
determinar el éxito de protocolos ya establecidos como sucedid en el presente estudio,
donde el porcentaje de sobrevivencia de explantes estuvo determinado por la reaccion
fisioldgica de cada variedad de S. officinarum, y no precisamente por el protocolo de
desinfeccion sugerido por Hernandez-Pérez et al. (2021) o a lo que comentan Jiménez et
al. (1995) (Figura 1).

Figura 1. Porcentaje de explantes, por variedad de S. officinarum, que sobrevivieron al
proceso de establecimiento in vitro por problemas de necrosis.

Porcentaje (%) de supervivencia

Cp72-2086 Mex79-431 Mex 69-749 ATEMex96- MY 55-14 Mex 57-473 ATEMex 96-
190 40

Variedades

Fuente: elaboracion propia.

Asi mismo, la capacidad morfogénica de los cultivos in vitro esta determinada por la
especie e incluso a nivel variedad (Neumann et al., 2020). Aspecto observado en el
presente trabajo con la variedad Mex 79-431 de S. officinarum, pues a pesar de tener un
porcentaje de supervivencia bajo en comparacion con las otras variedades establecidas,
mostro mejor capacidad para la formacion de brotes in vitro, los cuales fueron empleados
para determinar si el tipo de color en el medio de cultivo, tiene algin efecto fisioldgico

de importancia agricola para S. officinarum.
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Figura 2. Formacion de brotes en explantes de S. officinarum variedad Mex 79-431 cultivada
in vitro.

e,

Fuente: elaboracion propia.

Efecto fisiologico de diferente color en medio de cultivo MS sobre explantes de
Saccharum officinarum

Las respuestas obtenidas indican que el color verde influye significativamente (DMS,
p=0.05) sobre el crecimiento (4.9 cm) de brotes in vitro de S. officinarum variedad Mex
79-431. Este resultado coincide con lo publicado por McCoshum y Kiss (2011) y
Johkan et doal. (2012), quienes indican que el crecimiento de plantas adultas y plantulas
se mejoran con el uso de luz verde, pues este espectro de luz inactiva los criptocromos
cry, los cuales son fotoreceptores de luz azul. Sin embargo, el medio de cultivo con color
azul inhibié de forma significativa (DMS, p=0.05) el crecimiento (1.8 cm) de los brotes
de S. officinarum variedad Mex 79-431, aun con relacion al control (sin color). Esta
respuesta puede deberse, porque los fotorreceptores que absorben la luz azul, son los
criptocromos que controlan la morfologia de la planta, inhibiendo fuertemente la
elongacion del tallo (Folta y Childers, 2008; Zhang y Folta, 2012; Wang y Folta, 2013).

Con respecto al medio de cultivo con color rojo, tal vez no favorecié la longitud de brotes
de S. officinarum variedad Mex 79-431 en condiciones in vitro, porque el espectro de este
color incrementa la tasa fotosintética incrementando el peso seco (Nishimuraet al.,
2009), lo que explica el resultado obtenido, pues a diferencia de los demas tratamientos,

las plantas lucian con mejor vigor de tallo y hojas (Figura 3).
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Figura 3. Efecto del color en la longitud de plantas de S. officinarum var. Mex 79-431. Las

medias que no comparten una letra son signifi'cativa’njs{]te diferentes (DMS, p=0.05).
; |

IS

Longitud de plantas in vitro (cm)

I |

CONTROL COLOR VERDE COLOR ROJO COLOR AZU

Tratamientos

Fuente: elaboracion propia

CONCLUSIONES

El porcentaje de supervivencia de explantes al establecimiento in vitro de las siete
variedades de cafia de azUcar (S. officinarum), estuvo determinado por cada variedad al
mismo protocolo de desinfestacion. El principal factor determinante en el éxito de la
supervivencia de explantes durante la etapa de establecimiento in vitro, fue la necrosis de
tejidos y el obscurecimiento del medio por liberacion de sustancias fendlicas segun la
variedad de S. officinarum. Asi mismo, la formacién de brotes in vitro a partir de
explantes establecidos dependié de la variedad, siendo Mex 79-431 la que mostré mejor
respuesta. Por lo tanto, la variedad de S. officinarum es una variable que debe considerarse
en proyectos para su propagacion in vitro.

Se determind que el tipo de color en el medio de cultivo MS, si tiene efecto fisiologico
sobre brotes de S. officinarum variedad Mex 79-431 cultivados in vitro. El color verde
favoreci6 el crecimiento o longitud de tallo significativamente (DMS, p=0.05) (4.9 cm),
y el color azul inhibid el crecimiento también de forma significativa (DMS, p=0.05) (1.8
cm). El color rojo no tuvo efecto fisiologico en la longitud de tallo, pero si en mejorar el

vigor de tallos y hojas.
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