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RESUMEN

Gobmez, J. 2007. Efecto de tratamientos antioxidantes para el establecimiento in vitro de
dos genotipos de cafia de azlcar del Ingenio La Grecia, Honduras. Proyecto especial de
graduacién para optar al titulo de Ingenieria en Ciencia y Produccion Agropecuaria.
Zamorano, Honduras. 14 p.

La cafia de azUcar es uno de los cultivos que presenta problemas de oxidacion al
propagarse in vitro. El objetivo de este estudio fue evaluar tratamientos antioxidantes para
el establecimiento de las variedades CG 9797 y CG 00120 a partir de yemas axilares. Los
tratamientos antioxidantes utilizados fueron cisteina y polivinilpirrolidona (PVP) a razon
de 50 y 300 mg/L, que fueron mantenidos durante 0 y 10 dias en obscuridad después de
la siembra. EI material vegetal se desinfecté con una solucién de Agrymicin y Benlate durante
24 horas, luego se procedid a la siembra de las yemas axilares en las cAmaras de flujo laminar. En
las variedades, los tratamientos sembrados con CG 00120 tuvieron la mayor regeneracion
callogénica 60% (P<0.05). Los tratamientos con cisteina presentaron menos oxidacion (6%)
comparado a aquellos conteniendo PVP con una oxidacion del 30%. No se encontraron
diferencias (P>0.05) al someter el material a 0 y 10 dias de obscuridad después de la siembra. La
contaminacién se dio al azar, siendo las bacterias las que més afectaron 10% (P>0.05). En la
interaccion entre factores no se observaron diferencias en la regeneracion callogénica, oxidacion y
contaminacién. Se recomienda utilizar cisteina a 50 mg/L para contrarrestar los dafios de
oxidacion y evaluar el vigor del genotipo CG 00120 a nivel de campo.

Palabras clave: Callogénesis, cisteina, obscuridad, polivinilpirrolidona
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INTRODUCCION

La cafia de azUcar es originaria de Nueva Guinea. Pertenece a la familia de las gramineas,
las variedades cultivadas comercialmente pertenecen a la especie Saccharum officinarum.
Por afios la cafia se propaga de manera vegetativa por medio de estacas 0 esquejes
(Sénchez 1999).

A nivel mundial la produccion azucarera para 2006-2007 se estima en 155.5 millones de
toneladas métricas. En America Latina y el Caribe se produce el 33.1% de la produccién
mundial (FAO 2006).

El incremento de material vegetativo por el método de siembra de esquejes en campo,
como semilla, permite una tasa de multiplicaciéon de 1 a 10 en siete meses, determinando
un coeficiente de multiplicacion bajo. El uso de cultivo de tejidos permite tasas de
multiplicacion mayores, el Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion de Cafia
de Azucar (CENGICANA) ha tenido resultados hasta 14,000 plantas libres de
enfermedades sistémicas en siete meses™.

En el 2006 se realiz6 un estudio conjunto entre el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y
Reproduccion in vitro de Zamorano y con el Ingenio Azucarero La Grecia de Choluteca,
Honduras, para propagar las nuevas variedades de cafia RB 732577, CG 99014, CG 00120
y CG 9797. En el establecimiento de las variedades se presentaron dificultades debido a la
contaminacion y una oxidacion severa de los explantes, que causo una baja regeneracion
del material (Araya 2006).

La cafia de azUcar es uno de los cultivos que presenta problemas de oxidacion al
propagarse in vitro. El porcentaje de oxidacion depende de: la composicion genética del
material, la etapa fisiologica y del tipo de explante con que se trabaje (CIAT 1991). Al
hacer heridas y cortes con tejidos, la respuesta natural metabolica de los tejidos es la
liberacion de los polifenoles presentes en los explantes al medio de cultivo. Una oxidacion
obscurece y deteriora el medio de cultivo y afecta la regeneracion y sobrevivencia de los
explantes (Zambrano et al. 1995).

Los antioxidantes, cisteina y polivinilpirrolidona (PVP) son muy utilizados en la
prevencion de oxidacion de explantes. La cisteina remueve cualquier formaciéon de
quinonas en el medio de cultivo, favoreciendo una baja oxidacién de los explantes
propagados. Al ser un aminoacido, la cisteina induce al desarrollo de los tejidos, ya que

1
Lépez, E.; Ovalie, W.; Orozco, H.; Quemé, J. 2003. Micropropagacion de variedades promisorias de cafia de azlcar.
(correspondencia). Centro Guatemalteco de Investigacién y Capacitacion de Cafia de Aztcar (CENGICANA).



suple los requerimientos de nitrogeno del tejido. La poliamida PVP en concentraciones
adecuadas logra tejidos libres de oxidacion, incrementando dicha concentracion, produce
bajas regeneraciones en los explantes. La oxidacion se da por un incremento de la
biosintesis de enzimas y la oxidacion de fenoles involucradas en dicho proceso bajo
condiciones de luz. Por tal razdn, es conveniente mantener los explantes en la obscuridad
unos dias antes de pasarlos a una intensidad luminica baja (Sanchez-Cuevas y Salaverria
2004).

Con este estudio se establecié un protocolo de establecimiento para reducir la oxidacion
en la propagacion in vitro de la cafia de azlcar y a su vez mejorar la regeneracion de
tejidos. Se determind un procedimiento de desinfeccion y evalué tratamientos
antioxidantes (dos antioxidantes y dos efectos de obscuridad) en dos genotipos de cafia de
azucar (CG 00120 y CG 9797) para reducir la fenolizacion de los tejidos.



MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Reproduccién In Vitro
(LCTRIV) de Zamorano, Honduras, durante los meses de mayo-octubre del 2007.

El material vegetal se obtuvo del Ingenio Azucarero La Grecia, ubicado en el
departamento de Choluteca, Honduras. Se utiliz6 como explantes yemas axilares de cafia
de azlcar de dos variedades, CG 00120 y CG 9797. Las cafias se cosecharon con cinco
meses de edad y 3-4 yemas axilares por cafa.

El ingenio la Grecia se encargo de aplicar fertilizante nitrogenado a los 60-80 dias y 20
dias después; ademas de una aplicacion foliar de 5-10-5 a los 120 dias.

Para la siembra de las yemas axilares se utilizé un medio de cultivo Murashige & Skoog
(MS) modificado en forma liquida con puentes de papel filtro para evitar la acumulacion
de fenoles en el medio (Anexo 1). En este medio se adicionaron las hormonas
benzilaminopurina (BAP) y 2,4-diclorofenoxyacético (2,4-D) a concentraciones de 2
mg/L cada una (Araya 2006). En el medio de cultivo MS modificado se hicieron
adiciones separadas de los antioxidantes cisteina y PVP a razon de 50 y 300 mg/L,
respectivamente.

La siembra se realizé en tubos de ensayo de 25 x 150 mm, conteniendo puentes de papel
filtro de 1 x 2 cm y dispensando 10 mL de solucion nutritiva. Estos fueron sometidos a
un procedimiento de esterilizacion a una temperatura de 121°C, con una presion de 15 psi
durante 30 minutos. Los instrumentos utilizados en la siembra (pinzas, bisturies y platos
petri) fueron sometidos al mismo procedimiento de esterilizacion.

El procedimiento de desinfeccion para yemas axilares de Araya (2006) fue el utilizado en
este estudio, si bien se redujo el tiempo de exposicion al tratamiento térmico de una hora a
40 minutos (Anexo 2).

La siembra se realizo en las camaras de flujo laminar, donde se trabajo en platos petri para
evitar el riesgo de oxidacién. Los explantes se mantuvieron sumergidos en una solucion
antioxidante de acido citrico y ascérbico a razon de 100 y 150 mg/L respectivamente.

Se retiraron de 2-3 bracteas por yema con bisturies, pinzas y estereoscopio, con el
objetivo de eliminar cualquier tipo de contaminacion remanente. Se sembré una yema por
tubo de ensayo y sobre el papel filtro suspendido en el medio de cultivo liquido.



Para evaluar el efecto de la obscuridad, se realizaron dos ensayos en los que se evaluaron
periodos de 0 y 10 dias de obscuridad inmediatamente después de la siembra. Ambos
ensayos estuvieron bajo condiciones de laboratorio, con temperatura de 25°C, con 16
horas luz. Se usaron lamparas fluorescentes Sylvania Daylight F96T12/D/EX? con una
luminosidad de 1000-3000 lux. las gradillas que estaban en obscuridad, se cubrieron con
papel aluminio por 10 dias.

La toma de datos se llevd a cabo durante nueve semanas que permanecieron los
tratamientos en el cuarto de crecimiento del LCTRIV. Las variables que se midieron
durante este periodo fueron: la regeneracion de tejido callogénico, la oxidacion y la
contaminacion.

Después de nueve semanas de establecida las variedades de cafia de azucar, se midié la
regeneracion de tejido callogénico en categorias de 0-4: 0 = ausencia de regeneracion, 1 =
1-25% de tejido callogénico cubriendo el explante inicial, 2 = 26-50% de callogénesis, 3 =
51 a 75% de tejido callogénico y 4 = una regeneracién del 76-100%.

La oxidacion se cuantifico de igual manera en categorias del 0-3: 0 = ausencia de
oxidacion, 1 = oxidacion leve, 2 = oxidacion intermedia y 3 = oxidacion severa. La
contaminacion se determind por la presencia 0 ausencia de agentes patdgenos como
bacterias u hongos.

La evalucion de estas variables se realizO de manera subjetiva. Despues de un
entrenamiento previo al experimento, la misma persona tomé datos durante las nueve
semanas.

Se totalizaron ocho tratamientos con tres repeticiones cada uno; cada repeticion con 20
unidades experimentales, para un total de 480 unidades experimentales. Se utilizo un
disefio experimental utilizado fue un Disefio Completo al Azar (DCA), con un arreglo
factorial de 2 x 2 x 2, (dos variedades, dos antioxidantes y dos efectos de obscuridad).
Para el analisis de las variables: regeneracion de tejido callogénico, oxidacion y
contaminacion, se aplico el Modelo Lineal General (GLM) con una separacion de medias
con la prueba Student-Newman-Keuls (SNK). El paquete estadistico utilizado fue el
Statistic Analysis System (SAS® 2005) con un nivel de significancia de 0.05.

2 Osram Sylvania ©. Danvers, Massachusetts, U.S.A.



RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluaron las variables de regeneracion de tejido callogénico, oxidacion vy
contaminacion durante las nueve semanas que duré el estudio.

Regeneraciéon de tejido callogénico. En cada variedad no se encontrd diferencia
significativa entre antioxidantes (P>0.05) (Grafica 1).
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Gréafico 1. Efecto de dos antioxidantes (Cisteina y PVP) y 0 y 10 dias de exposicién a la
obscuridad después de la siembra en los porcentajes de formacion de tejido callogénico,
en la novena semana durante del establecimiento in vitro de dos genotipos de cafia de
azucar, CG 9797 y CG 00120, Zamorano, Honduras, 2007.



La polivinilpirrolidona a dosis muy altas puede inhibir la regeneracion de tejidos en
explantes propagados in vitro (Sanchez-Cuevas y Salaverria 2004). Por tal razon, se
infiere que la concentracion utilizada de PVP para el establecimiento in vitro de los dos
genotipos analizados afect6 la callogénesis en los tratamientos.

La respuesta de los explantes a la obscuridad con respecto a la callogénesis, no fue la
esperada tomando en cuenta los resultados obtenidos por Cuellar (1997) quien concluy6
que la obscuridad es un estimulante en la formacion de callo en cafia de azUcar.

Se encontraron diferencias significativas entre variedades (Grafico 2) independientemente
del antioxidante utilizado y del tratamiento de obscuridad, observando un porcentaje mas
alto en CG 00120 (60%) que en CG 9797 (20%), datos que difieren con los encontrados
por Araya (2006), quién para la variedad CG 00120, con una concentracion de 2,4-D y
BAP (2 mg/L cada uno), tuvo regeneraciones en un 80%. Con la variedad CG 9797 y una
concentracion de 2,4-D y BAP (2 y 4 mg/L) el mismo autor obtuvo 60% de regeneracion
callogénica.

A partir de la tercera semana, los explantes de la variedad CG 00120 comenzaron a
formar callo. La variedad CG 9797 present6 callogénesis a la quinta semana después de la
siembra. En la misma semana, al renovar el medio de cultivo se observé un mayor
incremento de la regeneracion de tejido callogénico en ambas variedades (Grafico 2).
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Gréfico 2. Respuesta en la formacion de tejido callogénico a la semana nueve durante el
establecimiento in vitro de dos genotipos de cafia de azucar, CG 00120 y CG 9797, a
partir de yemas axilares, Zamorano, Honduras, 2007.



Oxidacion. No hubo diferencia (P> 0.05) entre variedades en la fenolizacion de los
explantes por efecto de la obscuridad. Esto difiere de lo encontrado por Cuellar (1997).
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Grafico 3. Efecto de dos antioxidantes (Cisteina y PVP) y 0y 10 dias de exposicion a la
obscuridad después de la siembra en los porcentajes de oxidacion en la novena semana
durante del establecimiento in vitro de dos genotipos de cafia de azucar, CG 9797 y CG
00120, Zamorano, Honduras, 2007.

A la quinta semana, la oxidacion fue elevada (70%) en los tratamientos con PVP
comparado con aquellos con cisteina (60%); dados estos resultados se realizd una
transferencia a un medio de cultivo fresco esta semana (Gréfico 4). Esto difiere con lo
encontrado por Araya (2006), que evaluando las variedades CG 9797 y CG 00120 con el
antioxidante cisteina (50 mg/L) determind niveles de oxidacion severos mayores al 89%
en la segundo semana. Laboratorios comerciales recomiendan el recambio del medio de
cultivo en la segunda y tercera semana debido a que se presentan oxidacion elevadas en

los explantes que causan la necrosis en el cultivo y posteriormente baja la regeneracion
del tejido.

En la novena semana se observd menos oxidacion en los tratamientos con cisteina

(P>0.05) pero la obscuridad despues de la siembra no tuvo efecto significativo (P>0.05)
(Gréfico 4).
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Gréfico 4. Respuesta en el porcentaje de oxidacion de yemas axilares, a la semana nueve
durante el establecimiento in vitro de dos genotipos de cafia de azicar, CG 00120 y CG
9797, Zamorano, Honduras, 2007.

La cisteina remueve las formaciones de quinonas en el medio de cultivo, favoreciendo una
baja oxidacion. Esto ayudo6 en gran medida a tener oxidacion de categoria leve a lo largo
de las nueve semanas, teniendo un mayor control con la cisteina (6%), comparados al
PVP (30%).

Contaminacion. La contaminacion observada fue baja, logrando una sobrevivencia de
90%, en contraste con Araya (2006) quién tuvo sobrevivencias con las mismas variedades
de 0% (Cuadro 1).

Uno de los grandes problemas de esta plantacién fueron las ratas, por lo que se hicieron
aplicaciones de rodenticidas para evitar enfermedades como la raya roja e infecciones
causadas por bacterias. Estas medidas influyeron en la reduccion del porcentaje de
contaminacion en campo y en el laboratorio.



Cuadro 1. Niveles de contaminacién a las nueve semanas del establecimiento in vitro de
dos genotipos de cafia de azlcar, CG 9797 y CG 00120, a partir de yemas axilares.
Zamorano, Honduras, 2007.

; Contaminacion %
Variedad Antioxidante Obsggrldad - - -
S Hongo Bacteria Total Sobrevivencia
Cisteina 0 33 10.0 13.3 86.6
(50 mg/L) 1.6
CG 9707 10 10.0 11.6 88.3
PVP 0 6.6 5.0 11.6 88.3
(300mg/L) 10 1.6 8.3 10.0 90.0
Cisteina 0 3.3 16.6 20.0 80.0
(50 mg/L) 10 6.6 8.3 15.0 85.0
CG 00120
PVP 0 5.0 11.6 16.6 83.3
(300mg/L) 10 8.3 10.0 183 81.6

dds = dias después de la siembra
PVP = polivinilpirrolidona



CONCLUSIONES

Se obtuvo una mejor desinfeccion del material utilizando hipoclorito de sodio al
10% durante una hora, bafio Maria a 50°C por 40 minutos.

Con el antioxidante cisteina se obtuvo la oxidacién mas baja.

La obscuridad no redujo la fenolizacion de los tejidos ni mejoro la formacion de
callos.

La variedad CG 00120 presentd mejor callogénesis (60%) que la CG 9797 (20%)
a lo largo de las nueve semanas.



RECOMENDACIONES

Evaluar el comportamiento de la variedad CG 00120 en campo.
Para futuros estudios en cafia de azucar utilizar el antioxidante cisteina a 50 mg/L.

Realizar el recambio del medio en la tercera a cuarta semana para reducir los
dafos causados por la oxidacion.

Limpiar el explante al momento de hacer el recambio del medio de cultivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio de cultivo MS utilizado para el establecimiento in
vitro de cafia de azlcar, Escuela Agricola Panamericana, EI Zamorano, 1997.

Componentes Cantidad
(mg/L)
Macronutrientes
NH;NO; 1650.0
KNO; 1900.0
KH,PO, 170.0
CaCl,,2H,0 440.0
MgS0,,7H,0 370.0
Micronutrientes
Kl 0.830
H;BO; 6.200
MnSO,,4H,0 22.300
ZnS0,47H,0 8.600
Na,MoQO, 0.250
CuSO,5H,0 0.025
CoCl,,6H,0 0.025
FeNa EDTA 37.300
Componentes Organicos
Mionositol 100.0
Tiamina 1.0
Acido Citrico 100.0
Agua de Coco (mL/L) 10.0
Caseina hidrolizada 100.0
Sacarosa 30,000.0
Ph 5.7

Fuente: Pefia (1997).
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Anexo 2. Procedimiento de desinfeccion y preparacion de explantes de dos genotipos de

10.

cafia de azlcar, CG 9797 y CG 00120, a partir de yemas axilares, Zamorano,
Honduras, 2007.

Al remover las hojas, se lavaron los tallos de la cafia para retirar residuos de tierra.

Se cortaron los tallos en trozos de 30 cm y se dejaron durante 32 horas en una
solucion-bactericida conteniendo Agrymicin y Benlate, a razén de 2 g/L de cada
producto.

Al remover las cafias de la solucion desinfectante, se lavaron los tallos y retiraron
con un cepillo los residuos de la solucion.

Con un bisturi se disectaron las yemas axilares, y se sumergieron en una solucion de
acido citrico (100mg/L) y écido ascorbico (150mg/L), para evitar fenolizacién de las
mismas.

Las yemas se sometieron a un tratamiento térmico, donde se colocaron en un beaker
con agua destilada. Se introdujeron en bafio de Maria a 50°C durante 40 minutos.

Luego se sumergieron en la solucion desinfectante de Agrymicin y Benlate (2 y 2.5
g/L), durante una hora con agitacion constante.

Los explantes se sumergieron en una solucion de alcohol al 70% durante 20
segundos, con agitacion constante.

Después se introdujeron en una solucién de hiploclorito de sodio al 10% durante una
hora.

Las yemas fueron transportadas luego a la camara de flujo laminar, donde se
realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril.

Luego de los enjuagues, las yemas se mantuvieron en la solucion antioxidante de
acido citrico y acido ascorbico (100 y 150 mg/L), para evitar la oxidacion de las
mismas.
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