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Resumen

Las etapas de desinfeccion de apices de caila de azlicar y de aclimatacion, no son siempre efectivas. El éxito
de la desinfeccion depende de la variedad, la carga de microorganismos endoéfitos y la sensibilidad a los
desinfectantes, que podrian causar oxidacion de tejidos. Plantulas enraizadas in vitro se usan regularmente para
la aclimatacion, en donde se generan hojas y raices poco funcionales. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo
fue optimizar la desinfeccion de 4pices de cafia de azicar durante su establecimiento in vitro y lograr la
aclimatacion de brotes sin raiz, directamente de la fase de multiplicacion. En la etapa de desinfeccion se
utilizaron apices de brotes de la variedad MEX 69-290, donde se probaron 12 tratamientos producto de la
combinacion de tres métodos de desinfeccion (con NaClO, NPsAg, gentamicina), la presencia o ausencia de
agua de coco y dos concentraciones de fitorreguladores. Mientras que en la etapa de aclimatacion se utilizaron
brotes sin raiz generados directamente de la etapa de multiplicacion, los cuales fueron sometidos a la interaccion
de la aplicacion o no de 4cido indolbutirico en la base de los brotes, la presencia o usencia de micorriza en el
sustrato y la aplicacion o no de 24-epibrasinolida. En la desinfeccion de dpices de caila de azlcar, la adicion de
gentamicina al medio mejor6 la desinfeccion solo durante los primeros 14 dias. Sin embargo, el tnico
tratamiento con los mayores niveles de asepsia, supervivencia y respuesta morfogénica, a los 14 y 63 dias, fue
el NaClO al 3% por 15 min + NaClO al 0.06% por 5 min y con BAP (1.68 mg L-!) + AIA (0.175 mg L") en el
medio de cultivo. Fue posible la aclimatacion del 75% de los brotes, provenientes directamente de la etapa de
multiplicacion, mediante la adicion a la base de los brotes la auxina AIB, 1.5 g de micorriza al hoyo de siembra
y dos aplicaciones en hojas de 1 mL de 0.0096 mg L-! de 24-epibrasinolida.

Optimization of /n vitro disinfection process and

acclimatization of sugarcane (Saccharum spp.
hybrid) var. MEX 69-290

Abstract

The phase of disinfection of sugar cane apices and the acclimatization phase are not always effective. The
success of disinfection depends on the variety, the load of endophyte microorganisms, and the sensitivity to
disinfectants, which cause tissue oxidation. While, in vitro rooted seedlings are using for acclimatization, where
functional leaves and roots are poorly developed. Therefore, the aim of this work was to optimize the
disinfection of sugar cane apices during their in vitro establishment and achieve acclimatization of rootless
shoots directly from the multiplication phase. In the disinfection phase, shoot apices of variety MEX 69-290
were used, testing 12 treatments resulting from the combination of three disinfection methods (with NaClO,
NPsAg, gentamicin), the presence or absence of coconut water, and two concentrations of plant growth
regulators. In the acclimatization phase, rootless shoots generated directly from the multiplication phase were
used, subjected to the interaction of applying or not applying indolebutyric acid at the base of shoots, presence
or absence of mycorrhiza in the substrate, and application or non-application of 24-epibrassinolide. In the
disinfection of sugar cane apices, adding gentamicin to the medium improved disinfection only for the first 14
days. However, the treatment with the highest levels of asepsis, survival, and morphogenic response at 14 and
63 days was NaClO at 3% for 15 min + NaClO at 0.06% for 5 min with BAP (1.68 mg L-') + IAA (0.175 mg
L") in the culture medium. It was possible to acclimatize 75% of the shoots directly from the multiplication
stage by adding AIB auxin at the base of shoots, 1.5 g of mycorrhiza per planting hole, and two leaf applications
of 1 mL of 0.0096 mg L-! 24-epibrassinolide.

IBCIENCIAS | www.biociencias.unach.mx/ibciencias 10



Ledn-Alfonzo et al., 2024

1. Introduccion

El cultivo de cafa de azicar (Saccharum spp.), es uno de los
cultivos agricolas mas importantes del planeta. México es
considerado como el 7° productor a nivel mundial y uno de
los de mayor importancia en la produccion de aztcar (Garcia
y Serrano, 2020). Tan solo a finales del afio 2023 la superficie
cultivada fue 854,301.43 ha, las cuales generaron una
produccion con valor de casi 53 mil millones de pesos (SIAP,
2024).

El establecimiento y renovacion de plantaciones de cafia de
azUcar en campo involucra convencionalmente el uso de
yemas; lo que acarrea problemas de agotamiento de las
variedades, asi como acarreo y diseminacion de algunas
plagas y enfermedades por el transito sin control fitosanitario
de las semillas o yemas (Caamal y Bello, 2014). Por lo
anterior, el uso de las técnicas biotecnologicas, como la
propagacion de vitroplantas por cultivo de tejidos vegetales,
ha sido desde hace algunos afios una opcion para
contrarrestar los problemas de produccion masiva de plantas
certificadas. La técnica tiene su soporte en la totipotencia
celular o la capacidad de la célula vegetal para regenerar una
planta completa; mediante el cultivo de cualquier tejido vivo
de la planta, en un medio nutritivo artificial bajo condiciones
asépticas y en un ambiente controlado (Diaz et al., 2020). El
cultivo de tejidos vegetales en cafia de azucar consta de cinco
etapas: EO) preparacion de las plantas madre, El)
establecimiento aséptico e induccion de la organogénesis,
E2) multiplicacion, E3) crecimiento y enraizamiento, y E4)
aclimatacion.

El establecimiento aséptico y la induccion de la
organogénesis es una etapa de las mas complicadas, debido a
que consiste en la implantacion de meristemos o apices
meristematicos desinfectados exitosamente, en medio de
cultivo para el desarrollo del brote, donde cada meristemo
que induzca la caulogénesis, o formacion de nuevos brotes,
es identificado como una “linea” con fines de trazabilidad de
cada vitroplanta producida (Diaz et al., 2020). Sin embargo,
el porcentaje de éxito en la desinfeccion de los tejidos
iniciales y el explante final, varia dependiendo de las
condiciones de la planta madre, si proviene de campo o de
invernadero, del genotipo y sobre todo de la microbiota
asociada al suelo y a la misma planta, la cual varia
dependiendo de las condiciones ambientales de cada region.
Por tal motivo, las aplicaciones de protocolos de desinfeccion
no siempre son eficientes para la descontaminacion de
algunas variedades, de tal forma que se pueden presentar no
solo problemas de elevada contaminacion, si no también
elevada oxidacion de los tejidos por sensibilidad a los
desinfectantes. Al respecto, algunos trabajos han reportado
porcentajes de contaminacion del 30% de explantes
establecidos in vitro en ciertas variedades, mientras que en
otras se presenta hasta el 50% de contaminaciéon en los
primeros 21 dias después del establecimiento, con presencia
de oscurecimiento de los explantes en desinfectantes como el
hipoclorito de sodio (NaClO) (Rangel-Estrada et al., 2016);
porcentaje que en ocasiones puede elevarse en el transcurso
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de los dias. Sin embargo, dentro de los agentes contaminantes
que se pueden presentar, los mas comunes corresponde a la
contaminacion bacteriana de origen sistémico, que no puede
ser eliminada por la desinfeccion superficial con NaClO; por
lo que la incidencia de bacterias es uno de los problemas
frecuentes no solo en la etapa de induccidn, sino también
durante la multiplicacion y enraizamiento (Alvarado-Capo et
al., 2003; Rangel-Estrada et al., 2016). Se ha planteado,
incluso, que el uso de antibidticos como la gentamicina en el
medio de cultivo, podria asegurar el 92 % de apices asépticos
en algunas variedades; de igual forma, el empleo de
nanoparticulas de plata, combinado con diferentes
concentraciones de reguladores del crecimiento podria
mejorar la asepsia y al mismo tiempo promover el
crecimiento (Chavez-Garcia et al., 2020; Niubo et al., 2004).
Por otra parte, una vez superados los problemas de
contaminacion, los brotes inducidos son multiplicados en
medios semisolidos o en sistemas de inmersion temporal para
incrementar la productividad y disminuir el costo de
produccion.  Sin  embargo, para obtener plantas
completamente aclimatadas, los brotes multiplicados
deberan pasar por la etapa de crecimiento y enraizamiento, la
cual implica la individualizacion de los brotes y su cultivo en
medio semisolido por un tiempo de 15 a 30 dias; lo anterior
debera asegurar porcentajes de aclimatacion del 85 a 98%
(Caamal y Bello, 2014; Pineda et al., 2018; Rangel-Estrada
etal., 2016). Tal aclimatacion permitira que la planta alcance
un crecimiento autotr6fico en ambientes de menor humedad
relativa, con mas luz y sustratos sépticos (Preece y Sutter,
1991); etapa fundamental en la produccion de plantas, toda
vez que de ella depende la calidad final de las plantas
propagadas in vitro (Agramonte et al., 1998); por lo que es
necesario la aplicacion de técnicas de adaptacion al pasar de
las condiciones in vitro a ex vitro. De alli que la eleccion del
sustrato, la proporcion adecuada de los componentes de la
mezcla, la fertilizacion, asi como la regulaciéon de la
temperatura y humedad, sean los principales factores que
afectaran la aclimatacion (Abad, 1989; Diaz et al., 2004). Si
bien, la aclimatacion involucra la formacion de nuevas hojas
y raices completamente adaptada a las nuevas condiciones en
invernadero, también es cierto que las hojas y raices
generadas durante la etapa de crecimiento y enraizamiento in
vitro no son completamente funcionales, lo cual en muchas
ocasiones en lugar de significar una ventaja para la
aclimatacion se convierten en obstaculos para alcanzar una
adaptacion mas rapida y eficiente. Ademas, dicha fase de
enraizamiento in vitro requiere de tiempo, recurso humano y
financiero; es una etapa que en otros cultivos in vitro se ha
suprimido, de tal forma que al evitar el enraizamiento in vitro
ha implicado un ahorro de tiempo y recursos (Cruz et al.,
2012), lo que economiza el proceso de produccion masiva de
cafia de azucar. En algunos cultivos, como el banano y el
café, se ha logrado eliminar la etapa de enraizamiento en
brotes y de germinacion de embriones con la paliacion de 24-
epibrasindlida, o bien con la combinacion de
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brasinoesteroides con el uso de micorrizas (Cruz et al., 2012;
Del Castillo et al., 2010).

Es por ello que, el objetivo de esta investigacion fue
optimizar la desinfeccion de apices de cafia de azucar durante
el establecimiento in vitro con el uso de gentamicina,
nanoparticulas de plata y fitorreguladores, asi como la
aclimatacion de brotes sin raiz, directamente de la fase de
multiplicaciéon, mediante el uso auxinas, micorrizas y
epibrasinélida.

2. Materiales y Métodos

2.1. Material biologico

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia
del Campo Experimental Rosario Izapa del INIFAP. El
material biologico para el experimento de desinfeccion
correspondid a 120 puntas de cafia de azucar de la variedad
MEX 69-290, cortadas con una longitud de 0.6 m,
proporcionados por Grupo Porres, recolectadas en el Campo
Experimental del Ingenio de Huixtla, ubicado en el km. 7
carretera  Obregon-Mazatan, Chiapas, México. Para el
experimento de aclimatacion, se utilizaron 64 brotes
multiplicados in vitro durante siete meses, provenientes de
los apices del experimento de desinfeccion, individualizados,
sin raiz, con didmetro basal de 6 mm, altura de 20 cm de la
base a la punta de la hoja mas grande y con tres a cuatro hojas.

2.2. Optimizacion de la desinfeccion de apices

En el laboratorio se realizé un despeje de hojas envolventes
a las puntas de cafia, hasta obtener puntas de 30 cm. Estas
fueron lavadas con agua y jabon, para después sumergir en
una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.5%, luego
se enjuagaron para su empaque en papel estraza y su
refrigeracion a 5 °C durante 24 h (inicamente 80 puntas). En
las 40 puntas restantes se aplicd un segundo despaje de hojas
y un corte para obtener segmentos de 15 cm.

2.2.1. Métodos de desinfeccion

Una vez obtenidas las 40 puntas de 15 cm, estas se colocaron
en una solucion de nanoparticulas de plata AgROVIT-CP
(NPsAg) a razon de 0.005 mL L, de tal forma que solo un
centimetro basal de las puntas estuvo sumergido en dicha
solucion. En estas condiciones, las 40 puntas fueron
almacenadas en refrigeracion, junto a las 80 puntas restantes,
a 5 °C durante 24 h.

Transcurridas 24 h, se aplicaron tres métodos de desinfeccion
de las puntas. Para el primer método, se tomaron 40 puntas
(sin NPsAg). A estas se les corto la parte basal del apice con
oxidacion, hasta dejar 4pices de 15 cm. En condiciones
asépticas estos fueron sometidos a una solucién de NaClO al
3% durante 15 min. Después de tres enjuagues con agua
destilada esterilizada, se retiraron aproximadamente seis
capas de hojas envolventes, hasta obtener apices de 1.5 cm
de base a punta (0.5 base y 1 cm de hojas). Estos se colocaron
en una solucion de antioxidante esterilizada (100 mg L™ de
4cido ascorbico, 150 mg L' de 4cido citrico y 30 g L! de
sacarosa) durante 10 min, y se enjuagaron con agua destilada
esterilizada. Finalmente, los 4pices se sumergieron a una
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solucion de NaClO al 0.06% durante 15 min, y luego se
enjuagaron por tres ocasiones. Los apices desinfectados por
este método fueron establecidos en los diferentes medios de
cultivo.

Para el segundo método de desinfeccion, se utilizaron las 40
(puntas refrigeradas con la solucion de NPsAg; las cuales,
bajo condiciones asépticas se retiraron aproximadamente seis
capas de hojas envolventes, hasta obtener apices de 1.5 cm
de base a punta (0.5 base y 1 cm de hojas). En este caso, los
dpices se colocaron en una solucion de 5 mL L' de
antioxidante PPM (Plant Preservative Mixture: 5-cloro-2-
metil-3(2H)-isotiazolona 0.13%; 2-metil-3(2H)-isotiazolona
0.04%) durante 10 min, y posteriormente se aplico un
enjuague con agua destilada esterilizada. Posteriormente, las
puntas se sumergieron en la soluciéon de NaClO al 0.06%
durante 15 min y finalmente se enjuagaron tres ocasiones;
antes del establecimiento de los apices en los diferentes
medios de cultivo.

El tercer método de desinfeccion consistio en el uso de 40
apices (sin NPsAg). Los cuales se procesaron igual que el
primer método de desinfeccion con NaClO al 3% durante 15
min, hasta la obtencién de apices 1.5 cm de base a punta (0.5
base y 1 cm de hojas). La diferencia consistio en que en este
método se utilizé el PPM como desinfectante, tal y como se
sefiala en el segundo método de desinfeccion.
Adicionalmente, los apices obtenidos con este método fueron
establecidos en los diferentes medios de cultivo adicionados
con gentamicina a 35 mg L! por 14 dias.

2.2.2. Medios de cultivo

Los 4apices desinfectados fueron establecidos en cuatro
medios de cultivo. En todos los casos el medio base consistio
en el medio liquido MS (Murashige y Skoog, 1962), sin
glicina y adicionado con las diferentes concentraciones de
promotores organicos o fitorreguladores. El pH fue ajustado
a 5.6. Los medios se dispensaron en tubos de ensayo con 15
mL de medio de cultivo y posteriormente se esterilizaron a
121 °C y 1.1 kg cm? durante 20 min. Los cuatro medios de
cultivo consistieron en evaluar la adicion de agua de coco,
como promotor del crecimiento, en las concentraciones de 0
y 150 mL L!; asi como dos condiciones de fitorreguladores,
que consistiecron en la adicion al medio de 6-
bencilaminopurina (BAP a 0.5 mg L) de acuerdo con
Caamal y Bello (2014) y por otro lado la combinacion de
BAP (1.68 mg L!) + acido indolacético (AIA 0.175 mg L)
segun Rangel-Estrada et al. (2016).

2.2.3. Tratamientos y variables respuesta

La combinacion de los tres métodos de desinfeccion, las dos
concentraciones de agua de coco en el medio de cultivo y las
dos condiciones de fitorreguladores arrojaron un total de 12
tratamientos (Cuadro 1). Cada uno conto con 10 repeticiones,
donde una repeticion y unidad experimental consistiéo en un
brote en un tubo de ensaye con 15 mL de medio de cultivo
liquido. Las repeticiones fueron incubadas en durante 14 dias
a26+1 °Cy fotoperiodo de 12 h, con una intensidad de 11.68
umoles m? s, Transcurridos los 14 dias, los brotes fueron
subcultivados en su totalidad al medio MS solo con BAP a
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0.5 mg L! y sin gentamicina. El disefio experimental
consistio en un completamente al azar; las variables respuesta
fueron: porcentajes de contaminacion, oxidacion,
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supervivencia y explantes con brotes (EB), asi como el
numero de brotes por explante (NBE), la altura (cm) y el
grosor (mm) a los 14 y 63 dias después de la siembra.

Cuadro 1. Relacion de tratamientos en funcién de la combinacion del método de desinfeccion, agua de coco como promotor

de crecimiento y fitorreguladores.

Tratamiento Desinfectante

Agua de coco Combinacion de reguladores (mg L)

1 NaClO (3%) + NaClO (0.06%) testigo
2 NaClO (3%) + NaClO (0.06%)
3 NaClO (3%) + NaClO (0.06%)
4 NaClO (3%) + NaClO (0.06%)
5 NPsAg (0.005 ml L)+ NaClO (0.6%)
6 NPsAg (0.005 ml L)+ NaClO (0.6%)
7 NPsAg (0.005 ml L)+ NaClO (0.6%)
8 NPsAg (0.005 ml L)+ NaClO (0.6%)
9 NaClO (3%) + Gen (35 mg L")
10 NaClO (3%) + Gen (35 mg L)
11 NaClO (3%) + Gen (35 mg L)
12 NaClO (3%) + Gen (35 mg L)

Agua de coco 15%

Sin agua de coco BAP (0.5)
Sin agua de coco BAP (1.68) + AIA (0.175)
Agua de coco 15% BAP (0.5)
Agua de coco 15% BAP (1.68) + AIA (0.175)
Sin agua de coco BAP (0.5)
Sin agua de coco BAP (1.68) + AIA (0.175)
Agua de coco 15% BAP (0.5)
Agua de coco 15% BAP (1.68) + AIA (0.175)
Sin agua de coco BAP (0.5)
Sin agua de coco BAP (1.68) + AIA (0.175)
Agua de coco 15% BAP (0.5)

BAP (1.68) + AIA (0.175)

Gen= Gentamicina.

2.3. Optimizacion de la aclimatacion

2.3.1. Tratamientos de enraizamiento,
epibrasindlida

Los 64 brotes individualizados de cafia de azucar in vitro de
la variedad MEX 69-290, fueron separados en dos grupos de
32. En el primer grupo, la parte basal fue sumergida en agua
destilada y el segundo en una solucion de acido indolbutirico
(AIB) a 10 mg L', durante 1 h. Posteriormente los brotes de
cada grupo se retiraron de las soluciones, y sin enjuagar, se
sembraron en el sustrato. Como sustrato se utilizo una mezcla
de turba (Cosmo peat®), fibra de coco y agrolita; en una
proporcion 1:1:1. Se emplearon charolas de plastico negras
de 52 cm de largo y 26 cm de ancho, con 200 orificios para
siembra, los cuales fueron llenados con 6.8 g del sustrato a
capacidad de campo. En el caso de los tratamientos donde se
aplico la micorriza, ésta se dispens6 directamente en el hoyo
de siembra a razon de 1.5 g. La micorriza utilizada fue
Glomus intraradices, ahora reclasificada como Rhizophagus
irregularis (micorriza INIFAP). Una vez establecidos los
brotes en el sustrato, a los tratamientos de epibrasindlida se
les aplico por dos ocasiones 1 mL de una solucion de 0.0096
mg L! de 24-epibrasinolida (Epi), la primera al momento del
trasplante y la segunda a los 7 d. Se evaluo un total de ocho
tratamientos, resultado de combinar dos condiciones de AIB,
micorriza y epibrasindlida. Cada tratamiento cont6 con ocho
repeticiones. Estos fueron colocados en invernadero en
charolas de siembra, cubiertos por 10 d con un domo de
plastico transparente, el cual fue perforado para el
intercambio gaseoso a los 15 d. Las charolas estuvieron bajo
50% de sombra y una densidad de flujo de fotones
fotosintéticos de 48 umol s”! m durante los primeros 10 d y
500 pmol s' m? durante el resto del tiempo. El disefio
experimental fue un completamente al azar con arreglo
factorial. A los 23 d, las variables respuesta fueron el
porcentaje de supervivencia, nimero de hojas nuevas (NHN),
porcentaje de plantas con raiz (PR), numero de raices (NR),

micorriza 'y
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numero de raices secundarias (NRS), longitud de raiz
principal (LRP) y niumero de hijuelos (NHij).

2.4. Analisis de datos
En ambos experimentos los datos se analizaron mediante
ANOVA, prueba de comparacion de medias por Tukey
(P<0.05) y correlacion de Spearman, mediante el paquete
estadistico SAS v. 9.3.

3. Resultados y Discusion

3.1. Optimizacion de la desinfeccion de apices

El factor tipo de desinfeccion no tuvo efecto contundente en
la contaminacion a los 14 dias en los diferentes tratamientos,
ni a los 63 dias, cuando los &pices ya se encontraban
creciendo en el medio MS con solo 0.5 mg L! de BAP
(Cuadro 2 y 3). El tipo de desinfeccion solo tuvo un ligero
efecto sobre la altura y grosor del brote durante los primeros
14 dds y sobre el grosor a los 63 dds. En tales casos, el
método 3 de desinfeccion con gentamicina fue mejor.
Aunque se esperaba mayor efecto sobre la contaminacion que
en la altura y grosor.

Como se aprecia en el Cuadro 2, los apices a los 14 dias, en
los tratamientos T2, T10 y T12, presentaron el menor
porcentaje de contaminacion (50%), lo que repercutié en
menor grado de oxidacion, mayor supervivencia y mayores
alturas, sobre todo en los tratamientos con gentamicina. La
respuesta variable para la contaminacion, propiciada casi en
100% por la presencia de bacterias, y la falta de un efecto
claro del método de desinfeccion, indican la posibilidad que
dichas bacterias sean endofiticas; por lo que al estar en el
sistema vascular poco son afectadas por la desinfeccion
superficial. Lo anterior explicaria que los tratamientos T10 y
T12 con gentamicina, la cual puede ingresar al sistema
vascular, hayan controlado mejor la contaminacion.
Resultados similares fueron reportados por Rangel-Estrada et
al. (2016); quienes consignaron porcentajes de
contaminacion bacteriana de 50 y 40% para las variedades
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Laica 82-2220 y Q28-2, respectivamente, pero con menor
concentracion de NaClO (1.2%) a la utilizada en el presente
trabajo (3%). Sin embargo, al aumentar la concentracion de
NaClO a 1.8 reportaron nula contaminacion, aunque la
supervivencia descendio de 70 a 50% y la oxidacion se
incrementd de 30 a 50%. Tales resultados difieren a lo
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encontrado a los 14 dias en el presente trabajo, para los
tratamientos T2, T10 y T12, donde los porcentajes de
oxidacion fueron de 22 a 33% y los de supervivencia de 90 a
100% durante los primeros 14 dias. Lo anterior podria
significar que la variedad MEX 69-290 utilizada para este
estudio es mas tolerante al NaClO.

Cuadro 2. Variables respuesta de explantes de 4pice de cafia de aztucar Var. MEX 69-290 en diferentes tratamientos en medio

liquido. Datos a los 14 dds en cada tratamiento.
Contaminacion Oxidacién Supervivencia

Tratamiento (%) (%) (%) EB (%) NBE Altura (cm) Grosor (mm)
1. D1/SAC/BAP 70 be 41.0 ab 90 a 0 0 3.02 bed 2.8 ab
2. D1/SAC/BAP+AIA 50¢ 225D 90 a 0 0 2.72 bed 2.5 ab
3. D1/CAC/BAP 90 ab 52.5 ab 70 a 0 0 2.66 bed 23b
4. DI/CAC/BAP+AIA 80 be 62.5 ab 70 a 0 0 2.22cd 22b
5. D2/SAC/BAP 100 a 33.5ab 80 a 0 0 2.34cd 2.5 ab
6. D2/SAC/BAP+AIA 80 be 42.7 ab 70 a 0 0 3.09 abc 2.8 ab
7. D2/CAC/BAP 70 be 32.0 ab 80 a 0 0 2.08 cd 23b
8. D2/CAC/BAP+AIA 100 a 83.0a 60 a 0 0 2.05d 1.9b
9. D3/SAC/BAP 90 ab 36.5 ab 80 a 0 0 2.79 bed 2.8 ab
10. D3/SAC/BAP+AIA 50¢ 33.2 ab 100 a 0 0 4.08 a 35a
11. D3/CAC/BAP 90 ab 68.0 ab 60 a 0 0 3.57 ab 2.9 ab
12. D3/CAC/BAP+AIA 50 ¢ 31.5 ab 90 a 0 0 3.44 ab 2.7 ab
C.V. 12.69 19.69 12.97 NA NA 24.39 27.69

C.V.= Coeficiente de variacion. Medias con letras iguales por columna indican que no hay diferencias significativas (Tukey, P<0.05).
D1. Método de desinfeccién 1=NaClO (3% 15 min) + (0.06% NaClO 5 min) o testigo. D2= NPsAg (0.005 mL L) + NaClO (0.6% 3 min). D3=
NaClO (3% 15 min) + Gentamicina (35 mg L"). SAC= Sin agua de coco y CAC= Con 15% de agua de coco.

En el caso del segundo método de desinfeccion con NPsAg
(0.005 mL L") y baja concentracion de NaClO (0.6%, 3 min),
no fue efectivo para el control de la contaminacion. Estos
resultados difieren con lo reportado por Chévez-Garcia et al.
(2020), donde concentraciones de 50 mg L' de NPsAg
controld en mas de 90% la contaminaciéon en apices de
gladiolo establecidos in vitro.

Sin embargo, una vez que transcurrieron los 14 dias en los
diferentes tratamientos, los apices de cada uno fueron
subcultivados al medio MS con 0.5 mg L' de BAP; esto, con
el fin de comprobar si los porcentajes de contaminacion se
mantenian al trascurrir 49 dias mas (63 dias dds) sin la
gentamicina de los tratamientos T9, T10, T11 y T12. Esta
segunda evaluacion arroj6 que la contaminacion de los apices
en la mayoria de los tratamientos se increment6 a un 90 a
100%, a excepcion de los tratamientos T2, T10 y T12, en los
cuales la contaminacion fue de 50 a 70%. Es decir, se registro
un aumento de 10 y 20% solo en los apices en T10 y T12,
con respecto a lo observado a los 14 dias (Cuadro 3). Lo
anterior significa que la gentamicina no ingresa en su
totalidad en los apices, o bien, ésta elimina algunas bacterias
y disminuye la actividad de otras, las cuales se expresan al
trascurrir el tiempo sin gentamicina.

A los 63 dias, al incrementarse la contaminacion, aumento el
porcentaje de oxidacion y con ello disminuy6 la
supervivencia en la mayoria de los tratamientos. No obstante,
se aprecio que los apices en los tratamientos T10 y T12 se
manifestd 88 a 97% de oxidacion, respectivamente; lo cual
estuvo por encima de los porcentajes de contaminacion de 60
y 70%, respectivamente. Lo anterior necesariamente afectd
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la supervivencia, la cual se redujo a 30% en ambos
tratamientos. Ademas, una proporcion elevada de los apices
en estos tratamientos sufrid oxidacion y mortalidad no
asociada a la contaminacion. Posiblemente la exposicion a la
gentamicina pudo causar algun tipo de toxicidad durante los
primeros 14 dias. Resultados diferentes fueron consignados
por Niub6 et al. (2004), quienes observaron que una
concentracion de 30 mg L' de gentamicina aplicada por 14
dias en vitroplantas de cafia de azucar, logré 92% de
descontaminacion de endofitos, el cual fue un tiempo de
exposicion minimo que no ocasiono dafios al tejido.

Por su parte el tratamiento T2 indujo el mayor porcentaje de
apices con brotes, asi como el mayor promedio de brotes por
explante; mientras que estuvo entre los tratamientos que
propiciaron mayor grosor de tallo.

Por su parte, el agua de coco tuvo efecto significativo
(P<0.05) en diversas variables desde los primeros 14 dias
(Cuadro 2); toda vez que su adicion al medio de cultivo
aumentd la oxidacion, disminuyd la supervivencia y hasta
incrementd la fenolizacion desde la primera evaluacion
(datos no mostrados).

El tipo de regulador en el medio de cultivo tuvo efecto
significativo sobre la contaminacion (P<0.05), durante los
primeros 14 dias en los tratamientos. Sin embargo, a los 63
dias, cuando todos los tratamientos ya llevaban mas de 40
dias en el medio MS testigo, con 0.5 mg L' de BAP, los
efectos residuales de los reguladores continuaron afectando
de forma significativa (P<0.05) a la contaminacion,
supervivencia, EB, NBE y altura. Es decir, que los explantes
de cafia establecidos en el medio MS con BAP y AIA por los
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primeros 14 dias, mejord la respuesta al cambiar los apices al
medio con solo BAP 0.5 (Cuadros 2 y 3). Al respecto,
Rangel-Estrada et al. (2016), al utilizar las mismas
concentraciones de reguladores propiciaron la mayor
respuesta morfogénica, aunque en su caso esto ocurrio en la
etapa de multiplicacion.
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En todo caso, la desinfeccion con NaClO (3% 15 min) +
(0.06% NaClO 5 min) y después cultivar en un medio sin
agua de coco, pero con BAP+AIA por los primeros 14 y 63
d en medio liquido fue el mejor tratamiento.

Cuadro 3. Variables respuesta de explantes de apice de cafia de azticar Var. MEX 69-290, después de su subcultivo a medio

semisoélido testigo MS+BAP(.2. Datos a los 63 dds 0 49 dd del subcultivo a medio testigo sin gentamicina.

Tratamiento Conta(r:z;lacmn OXl(d(,Z;mn Sy el(‘(\)'/:\;encm EB (%) NBE A(lct::;a Grosor (mm)
1. DI/SAC/BAP 90 ab 90.2 a 10 be 10 be 03b 2.0a 33 ab
2. D1/SAC/BAP+AIA 50 ¢ 60.0 b 50 a 50 a 15a 1.8 ab 37a
3. DI/CAC/BAP 100 a 100.0 a Oc Oc 0.0b 1.9 ab 2.4 bed
4. D1/CAC/BAP+AIA 90 ab 91.0a 10 be 10 be 04b 1.9 ab 23cd
5. D2/SAC/BAP 90 ab 81.5a 10 be 10 be 0.2b 2.0a 2.6 bed
6. D2/SAC/BAP+AIA 90 ab 89.0a 20 be 20 be 0.5b 1.7b 3.1 abe
7. D2/CAC/BAP 100 a 100.0 a Oc Oc 0.0b 1.9 ab 2.4 bed
8. D2/CAC/BAP+AIA 100 a 100.0 a Oc Oc 0.0b 1.8 ab 1.9d
9. D3/SAC/BAP 100 a 100.0 a Oc Oc 0.0b 2.0a 3.0 abc
10. D3/SAC/BAP+AIA 60 c 88.0a 30 ab 20 be 0.5b 1.7 ab 39a
11. D3/CAC/BAP 90 ab 99.0 a 10 be 10 be 02b 1.9 ab 3.1 abe
12. D3/CAC/BAP+AIA 70 be 97.0a 30 ab 30 ab 0.5b 1.6 b 3.3 ab
C.V. 9.97 9.73 12.98 NA NA 16.5 37.89

C.V.= Coeficiente de variacion. Medias con letras iguales por columna indican que no hay diferencias significativas (Tukey P<0.05).
D1. Método de desinfecciéon 1=NaClO (3% 15 min) + (0.06% NaClO 5 min) o testigo. D2=NPsAg (0.005 mL L) +NaClO (0.6% 3 min). D3=
NaClO (3% 15 min) + Gentamicina (35 mg L). SAC= Sin agua de coco y CAC= Con 15 % de agua de coco.

3.2. Optimizacion de la aclimatacion

A los 23 d, todas las variables de estudio presentaron
diferencias significativas (Tukey P<0.05) entre tratamientos
(Cuadro 4). Las principales diferencias fueron entre los
tratamientos T7 y T8, con respecto al resto de los
tratamientos. Ambos indujeron el mayor porcentaje de
supervivencia, nimero de hojas nuevas y promovieron la
formacion de raices y su desarrollo, aunque también
indujeron mayor cantidad de plantulas con hijuelos. Lo
anterior implica que al tratar los brotes con AIB y micorriza

(T7) y la combinacién de AIB, micorriza y epibrasindlida
(T8), se mejora el enraizamiento y la aclimatacion de
plantulas de cafia de aziicar. Sin embargo, el T8 propicio
hasta 75% de supervivencia; la cual estuvo positiva y
significativamente correlacionada con el porcentaje de
plantas con raiz (PR), nimero de raices (NR), numero de
raices secundarias (NRS), la longitud de la raiz principal
(LRP) y la formacién de hijuelos (NHij), con coeficientes de
correlacion de Spearman de r=0.71 a 0.90 (datos no
mostrados).

Cuadro 4. Supervivencia y respuesta morfométrica de brotes individuales de cafia de azucar (Saccharum spp.) provenientes de

la fase de multiplicacion in vitro y sometidos a tratamientos para su enraizamiento y aclimatacion simultanea ex vitro. Promedio
de ocho repeticiones a los 23 dds.

Tratamiento Supervivencia (%) NHN PR (%) NR NRS LRP (cm) NHij
1. Testigo 12.5b 0.00 b 12.5b 0.25b 0.62 ab 0.25b 0.00 b
2. Epi. 12.5b 0.00 b 12.5b 0.12b 0.00 b 0.08 b 0.00 b
3. Micor. 12.5b 0.12b 12.5b 0.12b 0.37b 0.87b 0.12b
4. Micor/Epi 12.5b 0.12b 12.5b 0.25b 0.87 ab 0.83b 0.00 b
5. AIB 0.0b 0.00 b 12.5b 0.25b 0.00 b 0.08 b 0.00 b
6. AIB/Epi 12.5b 0.12b 12.5b 0.62b 0.00 b 0.43b 0.12b
7. AIB/Micor. 375a 1.00 a 37.5 ab 2.25 ab 2.62 ab 2.47 ab 0.25 ab
8. AIB/Micor/Epi 75.0 a 1.75a 75.5a 4.87 a 3.75a 4.06 a 1.0a
C.V. 14.1 213 15.4 13.9 15.3 21.3 17.6

C.V.= Coeficiente de variacion. Medias con letras distintas por columna, son estadisticamente diferentes (Tukey P<0.05). El grupo estadistico
corresponde a datos previamente transformados con vx + 1.

NHN= Numero de hojas nuevas, PR= Porcentaje de plantas con raiz, NR= Numero de raices, NRS= Numero de raices secundarias, LRP=
Longitud de raiz principal, NHij= Numero de hijuelos por planta.

El analisis factorial demostrd que, someter los brotes a la
solucion de 10 mg ! de AIB favorecio significativamente la

supervivencia (P<0.05), emision de hojas y sobre todo la
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formacion de nuevas raices y el crecimiento de éstas; asi
como la emision de pequeiios hijuelos (Cuadro 5). De igual
forma, cuando se incorpor6 la micorriza al hoyo de siembra,
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ésta favorecio la respuesta en la mayoria de las variables;
dicha diferencia fue significativa (P<0.05) con respecto a la
ausencia de la micorriza. Por su parte, la aplicacion de la
epibrasinélida no indujo diferencias significativas (P>0.05),
aunque los valores para todas las variables fueron siempre
mayores cuando ésta fue aplicada (Cuadro 5). Los resultados
anteriores demuestran que el AIB es una auxina que mejora
la induccién de raices en brotes de cafia y que la rizogénesis
es potenciada, cuando la auxina interacta con la micorriza
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R. irregularis. Si bien la aplicacion de la epibrasinolida, en
la mayor parte de los tratamientos y en el analisis factorial,
no tuvo efectos significativos (P>0.05), este fitorregulador
fue determinante para la supervivencia y desarrollo de
plantas completas al interactuar el AIB y la micorriza. Los
resultados en esta investigacion coinciden con lo reportado
para banano por Cruz et al. (2012), quienes obtuvieron mas
del 90% de plantas aclimatadas con la aplicacion de auxina y
micorriza.

Cuadro S. Supervivencia y respuesta morfométrica de brotes individuales de cafla (Saccharum spp.) provenientes de la fase de

multiplicacion in vitro en funcion de los efectos de los diferentes factores de estudio para el enraizamiento y aclimatacion ex

vitro. Promedio de 32 repeticiones a los 23 dds.

Factor y niveles  Supervivencia (%) NHN PR (%) NR NRS LRP (cm) NHij
AIB
Sin 12.5b 0.06 b 12.5b 0.18 b 0.46 b 0.53b 0.03b
10 mg L 312a 0.71a 40.6 a 2.00 a 1.59 a 1.76 a 0.34a
Micorriza
Sin 9.37b 0.03b 18.75 a 0.31b 0.15b 0.21b 0.03b
15g 3437 a 0.75a 3438 a 1.87 a 1.90 a 2.08 a 0.34a
Epibrasinolida

Sin 15.62 a 0.28 a 18.75 a 0.71 a 0.90 a 092a 0.09 a
0.0096 mg L! 28.12a 0.50 a 3438 a 146 a 1.15a 1.38 a 0.28 a
C.V. 14.1 213 15.4 13.9 15.3 213 17.6

C.V.= Coeficiente de variacion. Medias con letras distintas por columna y factor, son estadisticamente diferentes (Tukey P<0.05). El grupo

estadistico corresponde a datos previamente transformados con vVx + 1.

NHN= Numero de hojas nuevas, PR= Porcentaje de plantas con raiz, NR= Numero de raices, NRS= Numero de raices secundarias, LRP=

Longitud de raiz principal, NHij= Numero de hijuelos por planta.

4. Conclusion

En la etapa de desinfeccion de apices de cafia de azucar, la
adiciéon de gentamicina al medio de cultivo mejor6 los
porcentajes de desinfeccion solo durante los primeros 14
dias. La variabilidad de respuesta en la contaminacion
asociada al método de desinfeccion estuvo relacionada con la
presencia de bacterias endofitas. No obstante, el unico
tratamiento con los mayores niveles de asepsia,
supervivencia y respuesta morfogénica por 14 y 63 dias
correspondio al tratamiento con NaClO al 3% por 15 min+
NaClO al 0.06% por 5 min y con BAP+AIA en el medio de
cultivo. De igual forma fue posible la aclimatacion del 75%
de los brotes de cana de azucar sin raices, provenientes
directamente de la etapa de multiplicacion, mediante la
adicion a la base de los brotes la auxina AIB, 1.5 g de
micorriza al hoyo de siembra y dos aplicaciones en hojas de
1 mL de 0.0096 mg L! de la epibrasindlida.
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