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La propagacion convencional de la cafa de azucar (Saccharum
officinarum L.) ha sido larga y tediosa, esto puede llevar hasta 10
anos. Por esto, la propagacion in vitro es de gran importancia, ya
que se puede obtener plantas libres de patégenos y propagacion
masiva. El objetivo del presente trabajo fue valuar diferentes tipos
de antioxidantes tales como nitrato de plata, acido ascoérbico y cis-
teina, sobre la induccién de callo de las variedades “CP722086”
(CP72) y “MEX69290” (290) de cafa de azucar a una concentracion
de 5 mg-L". No se pudo establecer una correlacion entre el uso de
antioxidantes y la presencia de microorganismos contaminantes en
el medio de cultivo; sin embargo, se determiné una mayor conta-
minacién en la variedad CP72 y mayor oxidacion en la variedad
290. Se comprobé que los medios adicionados con cisteina y acido
ascorbico favorecen la formacion de callo embriogénico en ambas
variedades, mientras que el uso de nitrato de plata tiene un efecto
inhibitorio en la inducciéon de callo embriogénico para las varieda-
des CP72 y 290.
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ABSTRACT

Conventional methods for plant breeding of sugar cane (Saccharum officinarum) and their propagation has been long and tedious,
which can take up to ten years. That is why in vitro propagation is of great importance, as it is possible to obtain plants free of patho-
gens and obtain large amount of plantlets starting from a single explant. The objective of the present study was to evaluate different
types of antioxidants such as silver nitrate, ascorbic acid and cysteine at 5 mg-L"'on somatic embryo induction for “CP722086” (CP72)
and “MEX69290” (290) sugarcane cultivars. It was not possible to establish a correlation between the use of antioxidants and the pre-
sence of contaminating microorganisms in the culture medium; however, a greater contamination was determined on the CP72 cultivar
and greater oxidation on the 290 cultivar. It was also observed that media added with cysteine and ascorbic acid favor the formation of
embryogenic callus in both cultivars, whereas the use of Silver nitrate had an inhibitory effect on the induction of embryogenic callus
for both cultivars.
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INTRODUCCION .
La cafa de azlcar (Saccharum sp.) se cultiva en mas de 100 pai-
ses en condiciones templadas, subtropicales y tropicales; a nivel
mundial se producen 1,450 millones de toneladas de azucar prove-
niente de 22 millones de hectareas (FAO, 2007).

El desarrollo de nuevas variedades mediante mejoramiento genéti-
co convencional ha permitido aumentar la produccion de sacarosa;
sin embargo, enfrenta grandes desafios, como el tiempo promedio
de diez afos que se requieren para generar una variedad (Alejan-
dre, et al., 2010).

Debido a la importancia econémica que representa la cafa de azu-
car a nivel mundial, se han mejorado algunas de sus caracteristicas
agronomicas mediante la ingenieria genética como son: tolerancia
a virus, resistencia a insectos y resistencia a enfermedades causa-
das por hongos, resistencia a herbicidas, mejora de la calidad de
la fibra y el uso de plantas de cafa de azucar como biorreactores
(Alejandre et al., 1998).

La eficiencia de induccién de embriones somaticos y de transfor-
macion también es limitada por la formacion de fenoles y la oxida-
cion de los tejidos, como respuesta al estrés mecanico producido
al momento del establecimiento del cultivo de tejidos in vitro, o
como respuesta hipersensitiva a la presencia de Agrobacterium
spp., son dos de los factores que reducen de forma notable la efi-
ciencia de induccion de callo y de transformacion, respectivamen-
te. Con el propodsito de reducir la oxidacion de los tejidos en los
cultivos in vitro, se ha reportado el uso de algunos antioxidantes
tales como ascorbato de sodio, acido ascorbico, cisteina, ditio-
treitol (DTT), el glutatién y tocoferol en dicotileddéneas y también
se utilizaron con éxito en especies de plantas monocotileddoneas
(Khanam et al., 2007).

METODOLOGIA .
Se utilizaron apices de cafia de azlcar de las variedades
“CP722086” (CP72) y “MEX69290” (290) del INIFAP campus Teco-
man. De los apices se obtuvieron discos de la region de meristemo
apical y se desinfectaron usando Clorox® 20% (v/v) y Tween® 20
al 0.002% (v/v) por 20 min.

Posteriormente, se procedio a exponer una region de 1.5a2 cm de
largo del meristemo apical. Se realizaron cortes transversales de
dos mm de grosor siguiendo metodologia reportada (Zuniga, 2012),
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y se colocaron en frascos tipo Gerber® con medio MS (Murashige
y Skoog, 1962), mio-inositol 100 mg-L", tiamina 1 mg-L", caseina hi-
drolizada 500 mg-L", 2,4-D 5 mg-L-", sacarosa 30 g-L!, PhytagelTM
3 g-L-' y un pH de 5.7 (MIC1). Los tratamientos consistieron de me-
dio MIC1 adicionados con AgNO, (MIC2), acido ascoérbico (MIC3)
o cisteina (MIC4) a una concentracién de 5 mg-L"'. Los explantes
fueron incubados a 25 + 2 °C, bajo condiciones de oscuridad.

Se evalué la presencia o ausencia de contaminantes de 0-36 dias
después del establecimiento, porcentaje de oxidacion, y la eficien-
cia de formacion de callo embriogénico. Los datos fueron transfor-
mados mediante la vx + 1 (Steel et al., 1996) y sometidos a analisis
estadistico (SAS, 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observéd que no hay diferencias significativas en la adicion de
antioxidantes sobre la incidencia de contaminantes por microorga-
nismos en los explantes a los 8, 15 y 36 dias después de iniciado el
experimento (Cuadro 1).

Dias después de establecido el experimento
Gen Trat! % de contaminacion? % de oxidacion

8 22 29 36 15 29
290 MIC1 0a 4ab 0b 0a 16a | 4a
290 MIC2 | 0a 0b 2b 2a 10ab | 4a
290 MIC3 | 12a 0b 0b 0a 4ab | 2a
290 MIC4 | Oa 0b 0b Oa 4ab | 2a
Cp72 | MIC1 2a 222 582 0a 2ab 10a
Cp72 | MIC2 | Oa 8ab 60? 2a 6ab |6a
Cp72 | MIC3 | 0a 0b 0b 2a 4ab | Oa
Cp72 | MIC4 | Oa 6ab 8b 0a 0b 2a
P trat 0.05 0.049 0.0001 0.75 0.019 | 0.69
C.V. 11.85 18.41 20.36 8.70 16.96 | 17.24
(%)

CUADRO 1.

Efecto de antioxidantes sobre la con-
taminacion y oxidacion de explantes
de cafia de azdcar bajo condiciones in
vitro.

Trat. = tratamiento. MIC1= MS; MIC2=
MS + AgNO,;MIC3= MS+ &cido ascor-
bico; MIC4=MS+ Cisteina. 2Cada valor
representa la media de diez repeticio-
nes, donde n = 50. Para el andlisis de
datos los porcentajes fueron transfor-
mados mediante vx + 1. Valores pro-
medio seguidos por letras diferentes
indican diferencias significativas entre
tratamientos (Tukey 0.05).
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FIGURA 1.

Efecto de antioxidantes.

1=MS; 2 =MS +AgNO,; 3= MS+
acido ascorbico; 4 = MS+ Cisteina.
Cada barra representa la media de al
menos cinco repeticiones y las lineas
representan = el error estandar.

% DE INDUCCION DE CALLO

A partir de los 29 dias se presentd un 16% de oxidacion en el medio
sin antioxidantes, seguido por el medio adicionado con nitrato de
plata (10%) para la variedad 290. Para la variedad CP72 no se ob-
servo efecto de los antioxidantes con respecto al control (Cuadro 1).

En la formacion de callo embriogénico se observaron comporta-
mientos muy diferentes entre los genotipos, ya que para la variedad
290 se observo formacién de callo (14%) en los tratamientos sin
antioxidantes y acido ascoérbico. En el medio adicionado con nitra-
to de plata no se observé la formacion de callo embriogénico para
ambas variedades. Los tratamientos con 4cido ascérbico y cisteina
favorecieron la formacién de callo en un 16 y 22% en la variedad
CP72 (Figura 1).

Estas diferencias podrian estar asociadas con las caracteristicas
fisioldégicas de cada una de las variedades, ya que la variedad CP72
es considerada una variedad temprana, mientras que la variedad
290 es considerada intermedia. Esta respuesta dependiente de la
fenologia del tejido coincide con reportes previos donde se indica
que la mayor eficiencia en la formacion de callo embriogénico, se
obtiene cuando los meristemos vegetativos estan en proceso de
diferenciacién floral (Yinghui, 2008).
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Estas diferencias también podrian estar asociadas con las condi-
ciones de campo, ya que a pesar de que provienen del mismo lote y
reciben el mismo manejo agronémico, su asociacion con microor-
ganismos enddfitos podria ser diferente. La presencia de microor-
ganismos endofitos en los explantes se observo a los 29 dias des-
pués de establecido el cultivo, a diferencia que cuando el proceso
de desinfeccion es ineficiente y se observa durante las primeras
dos semanas (Azofeifa, 2009).
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La adicién de antioxidantes al medio de cultivo de tejidos vegetales
in vitro ha sido eficaz en la prevencion de oxidacion, logrando asi
un incremento en la eficiencia de regeneracién de brotes sanos
(Martinez, et al., 2012).

En el medio adicionado con 5 mg:-L' de nitrato de plata se obtuvo
un necrosamiento total del tejido vegetal, sin embargo, una baja
concentracién de nitrato de plata (1.2 mg-L") favorecio la embriogé-
nesis somatica en el cultivo de cafa de azucar (Nieves, et al., 2007),
por lo cual se puede deducir que una concentracion alta de nitrato
de plata, puede causar toxicidad en el tejido vegetal. Estudios simi-
lares han demostrado que el uso de nitrato de plata puede ayudar
a la induccién de brotes; sin embargo, éste puede tener efectos
negativos en la induccién de callo, en donde se observé una re-
duccion de hasta un 86% al usar una concentracién de 2 mg-L"' en
cultivo in vitro de ajenjo dulce (Artemisia annua L.) (Lei, et al., 2013).

El uso de acido ascérbico como antioxidante, adicionado al me-
dio de cultivo en una concentraciéon de 10 mg-L'" y 30 mg-L' con
agua de coco (5% v/v) fueron fundamentales para la regenera-
cién en los genotipos de sorgo (Martinez, et al., 2012). La adicion
de cisteina (200 mg-L") o nitrato de plata (20 mg-L"') mejoraron la
maxima recuperacién de plantulas de garbanzo in vitro después
de la agro-inoculacién (Snyman, et al., 2006), del mismo modo, una
concentracién de cisteina (50 mg-L™") en el medio de crecimiento
reduce explantes necrosados en el cultivo de tejidos de banano
(Strosse, et al., 2004).

La induccién de callo y su continuo crecimiento depende de fac-
tores como las condiciones de cultivo, genotipo, estado fisioldgico
del explante, combinacion y niveles de reguladores de crecimiento
en el medio de cultivo, asi como las condiciones ambientales en las
que se mantienen los cultivos (Lagunes, et al., 2009).

CONCLUSIONES

El uso de acido ascoérbico y cisteina favorecio la induccién de callo
embriogénico para la variedad CP72 de cafa de azucar, mientras
que para la variedad 290 no tuvo un efecto positivo.

El uso de nitrato de plata a una concentracion de 5 mg-L" tiene un
efecto inhibitorio en la induccién de callo embriogénico para las
variedades CP72 y 290.

Para posteriores trabajos, se recomienda estudiar el efecto de ni-
trato de plata, acido ascoérbico y cisteina en diferentes dosis, para
asi poder determinar sus efectos.
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