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ACLIMATIZACION DE PLANTULAS DE CANA DE AZUCAR
(Saccharum sp. hibrido) PROVENIENTES DE SISTEMAS

DE INMERSION TEMPORAL

R. Rodriguez, Maritza Escalona, Yania Rodriguez, Mariela Cid

y J. L. Gonzalez-Olmedo

ABSTRACT. Sugarcane plantlets (Saccharumsp. hybrid) var.
C-91-301 micropropagated by temporary immersion systems
(T1S) wereused ascrop material to study their behavior during
acclimatization phase, employing a substrate source of filter
cake + ash mixtures (1:1, v:v). In the first experiment, the
influence of different photosynthetic photon flux densities
(PPFD) was studied on survival, growth and development of
plantlets. The best resultswere obtained when ahigh intensity
light was used. In a second experiment, plantlets were placed
under the controlled conditions of a relative humidity, light
(PPFD) and temperature in greenhouses with automated
irrigation system. The best results of every parameter evaluated
were achieved when outdoor conditionswere managed. Inthe
third experiment, at the beginning and every seven days until
42 days, fresh and dry weights, leaf and root numbers were
evaluated. The behavior dynamics of each one confirms the
increasing use of light and gradual decrease of relative humidity
as an efficient management during acclimatization, firstly
expressed by a higher survival rate to 95 % and notable
increases of plantlet growth and devel opment. In the process,
an increase in stomatal density and leaf area was observed
differently from thetrend evaluated in chlorophyll contents.
The photosynthetic activity of plantlets under natural light
conditions makes growth less dependent upon
agrotechniques in this phase.

Key words: sugarcane, in vitro culture, physiological
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INTRODUCCION

La aclimatizacién es la etapa final de un protocolo
de micropropagacion. Durante esta etapa las plantulas
deben adaptarse a nuevas condiciones ambientales en
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RESUMEN. Las pléntul as de cafia de azlcar (Saccharum sp.
hibrido) var. C-91-301 micropropagadas en sistemas deinmer-
siéntemporal (SIT) sirvieron como material vegetal paraestu-
diar su comportamiento durante lafase de aclimatizacion, em-
pleando como sustrato lamezclade cenizas+ cachaza(1:1 v:v).
En un primer experimento se estudio lainfluenciadel manejo
de diferentesintensidades |uminicas (DFFF) sobrelasupervi-
venciay € crecimientoy desarrollo delas plantas. Losmejores
resultados se alcanzaron cuando se realiz6 un gradiente cre-
ciente y relativamente ato de las intensidades de luz. En un
segundo experimento, |as plantul as se col ocaron en condicio-
nes controladas de humedad relativa, luz (DFFF) y temperatu-
raen casas de cultivo con sistema de riego automatizado. Los
mejores resultados en | os pardmetros eval uados fueron al can-
zados cuando se manejaron las condiciones de exteriores. En
€l tercer experimento, en el momentoinicial y cadasiete hasta
los 42 dias se evaluaron las variables masas fresca y seca,
numero de hojasy raices. Las dinamicas del comportamiento
decadaunadecellasratificad criterio del empleo creciente de
laluzy ladisminucién gradual delahumedad relativa, como un
manejo eficiente durante laaclimatizacion, dada primeramente
por el porcentgjede supervivenciasuperior a95 %y por losmarca
dosincrementos en las variables de crecimiento y desarrallo evar
luadas. End proceso seagprecian aumentosenladensidad estoméatica
y d &eafaliar, adiferenciadelatendenciaeva uadaenlosconteni-
dosdeclorafilas. Laactividad fotosintéticaque garantizalaexpos-
cion alaluz solar, hace que € crecimiento de las plantulas sea
menos dependiente de las actividades agrotécnicas en estafase.

Palabras clave: cafia de azlcar, cultivo in vitro, adaptacion
fisiol6gica, iluminacion, supervivencia,
control ambiental

las casas de cultivo y por ultimo a las de campo. El mal
funcionamiento de las relaciones hidricas asi como el
pobre desarrollo del sistema fotosintético son las princi-
pales causas de la pobre supervivencia alcanzada en esta
fase (1).

La cafia de azlcar es el principal renglon de produc-
cion agricola en Cuba. Los bajos rendimientos de las
cosechas tienen entre sus principales causas el deterio-
ro de las cepas de las actuales plantaciones. La necesi-
dad de obtener semilla con alta calidad, purezay libre de
enfermedades en un tiempo relativamente corto ha per-



mitido la introduccién de las técnicas de
micropropagacion. Esto ha motivado la produccion masi-
va de vitroplantas en varios laboratorios comerciales, asi
como la ejecucion de proyectos cientificos que generen
nuevos protocolos de cultivo in vitro, entre ellos los de
sistemas de inmersion temporal (SIT) y embriogénesis
somética (2). A pesar de la produccion millonaria de
plantulas, la cifra que llega a los campos es muy baja por
deficiencias en las metodologias de aclimatizacion. Por
estas razones, el presente trabajo pretende evaluar algu-
nos componentes de una metodologia de adaptacion de
vitroplantas de cafia de azlcar para elevar los porcenta-
jes de supervivenciay el crecimiento y desarrollo de las
plantas provenientes de SIT, basados en el comporta-
miento de variables anatomo-fisiolégicas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizaron plantulas de cafia de azu-
car (Saccharum sp. hibrido) var. C-91-301
micropropagadas en sistemas de inmersion temporal (3).
Sustrato. cachaza+ceniza 1.1, v:v. denominado bioplantas
(BP).

Las caracteristicas quimicas del sustrato se descri-
ben a continuacion:

% N
1.60

% P
1.68

% K
0.58

% Ca % Mg
4.92  0.856

% MO
38

% H,0O
30.81

pH
6.9

Experimento 1. Efecto de la luz sobre la supervivencia.
Se emplearon camaras de adaptacion con cubiertas que
permitian el paso del 20 % de la luz solar (433 umol/s.m?),
15 % (315 pmol/s.m?), 10 % (240 pmol/s.m?) y 5 %
(114 pmol/s.m?).
Se emplearon cuatro tratamientos que contaron con
40 plantulas en un disefio experimental completamente
aleatorizado, donde se analiz6 cada planta como una
unidad experimental.
Experimento 2. Efecto del manejo de las condiciones
ambientales sobre el desarrollo de las plantulas. Las pro-
venientes de SIT se plantaron en bandejas de 144 alvéolos
con sustrato BP en grupos de 40 vitroplantas en un dise-
flo experimental completamente aleatorizado. Las
plantulas se sometieron a los siguientes cambios am-
bientales:
Tratamiento I: Entdnel inicialmente y luego trasladadas
a cantero (95; 325 + 90;450)
Tratamiento II: En tinel inicialmente y luego trasladadas
a exteriores (95; 325 + 80;4000)
Tratamiento Ill: En cantero durante todo el experimento
(90;450)
Tratamiento IV: En cantero inicialmente y luego trasladadas
aexteriores (90; 450 + 80;4000) (HR (%); DFFF (umol/s.m?)).
Se empled un sistema automatizado de riego por
microjet que garantiz6 humedad relativa superior al 90 %
en las condiciones de tlnel y cantero. En los momentos
inicial y final del experimento a las plantulas se les evalua-
ron la masa fresca, el nUmero de hojas fotosintéticamente
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activas y el niUmero de hijos. En esta Ultima variable se
realiz6 sélo la evaluacion al final, ya que en el momento
inicial este valor es cero por ser plantas individuales.
Experimento 3. Dindmica de crecimiento y desarrollo en
las condiciones de aclimatizacion descritas. De los re-
sultados alcanzados en el experimento 1, se seleccion6
el tratamiento con mayores niveles de supervivencia, de
modo que en los primeros 21 dias las plantulas permane-
cieron en las condiciones ambientales de 90 % HR vy
433 pmol/s.m? de DFFF; luego de este tiempo se trasla-
daron a exteriores donde las condiciones ambientales
fueron 80 % HR y 4000 pmol/s.m’. Las evaluaciones
luxométricas y de humedad relativa se realizaron a las
9:00 am, 12:00 m y 4:00 pm durante el tiempo que duré
el experimento. Las evaluaciones fueron realizadas cada
siete y hasta los 42 dias; las variables evaluadas fueron
las masas fresca y seca (g), nUmero de hojas y raices,
densidad estomética (en microscopio OPTON), area foliar
y contenido de clorofilas (4). Elincremento de la tasa de
crecimiento es expresado como los valores calculados
por la division de la diferencia entre la masa fresca final
(MFf) y la inicial (MFi) con respecto a la inicial (MF
I\/lFinicia\l)/lvlFinicial (5)

Para el analisis de la densidad estomatica se aplicé
esmalte de ufias a la parte central del envés de la hoja.
Pasados 15 minutos, se extrajo el esmalte y se evalué
segun la férmula # estomas/mm?’ = # estomas contados
en el campo/area observada.

Se empled un disefio experimental completamente
aleatorizado, donde se consider6 a cada planta como una
unidad experimental. En el caso de las variables densi-
dad estomética y contenido de clorofilas, se utilizaron 10
vitroplantas en cada momento de evaluacion; en las de-
mas variables se emplearon 40 vitroplantas para los ana-
lisis correspondientes.

Los datos obtenidos se procesaron mediante un ana-
lisis de clasificacién simple y las medias se compararon
segun las pruebas de rangos multiples de Duncan. Para
las variables representadas en figuras se calculé el inter-
valo de confianza de las medias.

final

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se aprecian los efectos de la luz so-
bre la supervivencia de las vitroplantas de cafia de azu-
car. Las intensidades de luz tienen sus principales efec-
tos sobre la supervivencia en las dos primeras semanas,
ya que posterior a esa fecha el comportamiento es muy
estable, diferente sdélo en el tratamiento de mas baja in-
tensidad luminica, donde la estabilidad se alcanza luego
de la tercera semana, presentando diferencias significati-
vas con respecto a los demas tratamientos en todos los
momentos evaluados. El elemento mas importante de
estos resultados es la necesidad de trabajar con DFFF
superiores a 240 pmol/s.m’ en los primeros estadios para
alcanzar buenos porcentajes de supervivencia.
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Los tratamientos con letras diferentes indican significacion
para p<0.05 en los distintos momentos de evaluacion (n=40)

Figura 1. Efectos de DFFF sobre lasupervivenciade
plantulas de cafia de azUcar durante la
aclimatizacion

La luz ejerce un efecto importante en la supervi-
vencia de las plantulas; este es uno de los factores
gue se deben manejar con cuidado en los primeros
momentos de permanencia de las plantulas en las con-
diciones ex vitro. Cuando la luz no es correctamente
manejada y las plantulas son sometidas a altas inten-
sidades de iluminacién, aparecen sintomas de
fotoinhibicion del aparato fotosintético y la
fotodegradacion de las clorofilas.

La cafia de azUcar es un cultivo que demanda altas
intensidades luminicas para ejercer plenamente su capa-
cidad fotosintética; los bajos valores de supervivencia al-
canzados por las plantulas que fueron sometidas a inten-
sidades luminicas menores, demuestran la necesidad de
un adecuado manejo en este cultivo.

Para incrementar la supervivencia de las plantulas
en la fase de aclimatizacién, el ambiente (luz, hume-
dad relativa, temperatura, etc) debe ser manipulado de
forma tal que, al comienzo de la aclimatizacion, se
simulen las condiciones en las que se cultivaron las
plantas in vitro; luego de ello, se realizara un transito
gradual hasta que en la etapa final del proceso, el am-
biente sea lo mas semejante posible al encontrado en
condiciones de campo, lo que evita el dafio o la muerte
de las plantas una vez que son transferidas fuera de
las casas de cultivo. Cuando la planta sobrevive, de-
pende del manejo que a ella se le realice en el area de
aclimatizacién su mejor crecimiento y desarrollo como
se puede observar en la Tablal.
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Tabla I. Efectos de los diferentes manejos sobre el
incremento en masa fresca (g) y el nUmero
de hojas fotosintéticamente activas e hijos

A Masafresca NUmero hojas NUmero

9 fotos activas hijos
Tanel + Cantero (1) 599 b 450c 025¢c
Tunel + Exteriores (2) 742 a 6.06 a 0.49b
Cantero (3) 6.54 b 5.24 ab 0.28c
Cantero + Exteriores (4) 8.18a 58la 0.76 a
ES X (3) 0.41 0.29 0.10

HR; DFFF=1- 95;325 + 90;450  2- 95;325 + 80;4000
3- 90;450 4- 90,450 + 0;4000

Los tratamientos con letras diferentes indican significacion para
p< 0.05. Cada dato representa la media para n=40.

La influencia de los ambientes exteriores es mas
marcada que el resto de las variables experimentales, ya
que su combinacién tanto con los tineles como con los
canteros siempre fue significativamente superior. El ma-
nejo de plantas comenzando por los canteros y finalizan-
do en exteriores resultd la mejor combinacion para esti-
mular el més rapido crecimiento y desarrollo de las
plantulas. De modo que la luz debe ser menos intensa
sélo en los primeros dias, al considerar la baja actividad
metabdlica que se realiza (6). Sin embargo, una vez lo-
grada la adaptacion y capacidad para desarrollar proce-
sos fotosintéticos, la exposicion a la luz completa en
exteriores es un factor favorable para incrementar las ta-
sas de crecimiento y desarrollo de estas plantulas.

Este es un aspecto importante para acelerar el tran-
sito de las plantas por el &rea de aclimatizacion, para
gue unavez lograda la supervivencia, éstas crezcany se
desarrollen rapidamente, para hacer eficiente el proceso
de propagacion y utilizar con mayor frecuencia las insta-
laciones especializadas dedicadas a estos fines.

La cafia de azUcar es un cultivo que demanda altas
intensidades luminicas para ejercer plenamente su capa-
cidad fotosintética; los bajos valores de supervivencia al-
canzados por las plantulas que fueron sometidas a in-
tensidades luminicas menores demuestran la necesidad
de un adecuado manejo en este cultivo. En condiciones
de saturacion de luz, por lo general, la fotosintesis de la
cafia de azucar y otras plantas C-4 es de dos a cuatro
veces mayor que la de las plantas C-3. En cuanto a la
relacion fotosintesis/respiracion, como un elemento im-
portante en la acumulacién de biomasa en la planta, tam-
bién existen diferencias entre las especies C-3y C-4 en
los gastos respiratorios de los fotosintatos asimilados.
En particular, la cafia de azlcar present6 una elevada
fijacion de CO, asociada a una menor actividad respiratoria.

El comportamiento de la tasa de crecimiento de las
plantulas provenientes de SIT durante la aclimatizacion
se observa en la Figura 2. A los 21 dias se realizo un
cambio de las condiciones de aclimatizacién y se apre-
cia un mayor crecimiento y desarrollo de las plantulas en
este periodo luego de adaptarse a las nuevas condicio-
nes, cambio que se aprecia significativamente marcado
sobre todo luego de la segunda semana de permanencia
de las plantulas en las condiciones exteriores.
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Figura 2. Tasa de crecimiento de las plantulas du-
rante la fase de aclimatizacion

Es conocido que las hojas producidas en condicio-
nes in vitro son empleadas como almacén de sustancias
carbonadas, las que son utilizadas en el crecimiento y
desarrollo de las plantulas, luego de ser transferidas de las
condiciones in vitro a ex vitro y mantienen esta funcion
hasta tanto no exista una nueva emision foliar (6, 7, 8).

En un estudio comparativo entre dos grupos de plan-
tas, se encontré que las hojas producidas in vitro en
Calathea actuan como almacén de sustancia en los
primeros momentos de transferidas a condiciones ex vitro
(9) y so6lo las nuevas hojas emitidas en condiciones ex
vitro son autotréficas, a diferencia de las hojas de
Spathiphyllum, que en condiciones in vitro son
fotosintéticamente competentes, lo que hace suponer que
no es unaregla comun para todas las plantas.

Se sugiere que durante la ontogenia de las hojas en
plantas dicotiledéneas (10), se enmarcan dos fases
fotosintéticas distintivas: la primera con incrementos de
los rangos fotosintéticos, la cual esta muy relacionada
con la expansion foliar y una segunda fase de senescencia
o declinacion de los rangos fotosintéticos; entre ambas
fases ocurre un maximo de fotosintesis.

Se encontrd un incremento en las masas fresca y
seca en plantulas de Mentha rotundifolia (11) cuando fue-
ron expuestas a prolongadas etapas de fotoperiodo e in-
tensidad luminica en condiciones in vitro; estas plantulas
alcanzaron mayores niveles fotosintéticos y lograron al-
tos porcentajes de supervivencia cuando fueron traslada-
das a condiciones de aclimatizacion.

Tabla Il. Comportamiento del
aclimatizacion

Durante la fase de aclimatizacion en cafia de azucar
se pueden establecer dos marcadas etapas: un periodo
de lento crecimiento con baja formacién de raices y na-
meros de hojas, en el cual las plantulas realizan sus fun-
ciones a expensas de las reservas adquiridas en la fase
in vitro; la otra etapa esta caracterizada por un creci-
miento rapido, asociado a una nueva emision del sistema
radical y a la formacion de hojas con caracteristicas nor-
males. Similares resultados fueron alcanzados en Gerbera
jasmenioni (12) y también en Spathiphyllum se encontré
un incremento en los niveles de almidén, fructosas y
glucosa, asi como en la actividad enzimatica de las
invertasas &cidas en los primeros seis dias de perma-
nencia de las plantulas en la fase de aclimatizacién. Cuan-
do aparecen las nuevas raices y hojas en las plantulas,
no se observan incrementos de estos compuestos, 1o
gue indica que existe una movilizacién de dichos com-
puestos durante esta etapa y comienza a declinar la
actividad enzimatica, segun transcurre el tiempo de per-
manencia de las plantulas en la fase de aclimatizacién.

Enla Tabla Il se pueden observar algunas variables
de crecimiento y desarrollo de las plantulas evaluadas
durante la aclimatizacion.

Algunas de las variables evaluadas presentan una
tendencia similar a los resultados obtenidos en la tasa
de crecimiento (Figura 2), donde se aprecia un ligero
aumento en los primeros 21 dias. Luego de esta fecha
se realizan cambios en las condiciones de aclimatizacién
gue provocan en la mayoria de las variables una dismi-
nucién. Posterior a la adaptacion de las plantulas a las
nuevas condiciones ambientales, se aprecia un marca-
do incremento fundamentalmente en las masas fresca
y seca.

Muchos cultivos en condiciones in vitro presen-
tan pocos e infuncionales estomas, que se deben a
las condiciones ambientales a que estan sometidos.
Se ha demostrado que un aumento en la duracién e
intensidad luminica en el periodo in vitro, causa un
incremento en la densidad estoméatica en plantulas
de café, ademas de elevar su funcionabilidad (13). En
la evaluacion de esta variable en cafia de azucar, se
observo un notable incremento en los primeros mo-
mentos (21 dias), siendo bastante estable posterior
a esta etapa.

crecimiento y desarrollo de plantulas de cafia de azlcar durante la

DFFF = 433 pmol/s.m? y 90 % HR

| DFFF = 4 000 pmolis.m? y 80 % HR

0 7 14 21 28 35 42 dias
Masa fresca (g) 0.35+0.06 0.54+0.059 1.04+0.10 4.87+0.095 4.43+0.12 6.68+0.15 8.53+0.16
Masa seca (g) 0.04+0.036 0.04+0.003 0.15£0.026  0.17+0.020 0.14+0.028 0.14£0.022 0.79+0.041
NUmero raices 7.02+0.40 7.28+1.020 10.39+1.05 12.50+0.79 9.27+0.33 11.30£0.36 12.90+0.39
Numero hojas 3.80+ 0.1 2.90+ 0.19 3.10+ 0.23 3.40+ 0.24 2.80+ 0.19 3.80+ 0.13 4,10+ 0.10
Area foliar 5.23+0.9 5.18+1.30 11.50+0.40 22.05%+2.8 189.08+11.1 243.05+£9.0 297.03+£7.7
Clorofilas totales 19.30%1.2 18.20+1.18 17.30+0.95 16.40+0.76 12.70+0.63 9.60£0.59 8.20+0.54
(umol.mL™)
Densidad estomatica 12.7+0.86 22.5+1.82 65.6+2.48 103+3.1 121.4+2.7 124.10+2.9 126.8+3.0

Los datos representan la media + ES



Otro aspecto a resaltar es el comportamiento de
las clorofilas durante el tiempo de permanencia de las
plantulas en aclimatizacion. Se puede observar una dis-
minucion del contenido de clorofilas totales durante el
periodo evaluado, quizads motivado por la fotodegradacion
de estas. No obstante, se observa un incremento en
las variables de crecimiento que puede estar motivado
por la mayor eficiencia de las clorofilas en esos mo-
mentos. Similares resultados fueron obtenidos en
plantulas de palma de aceite (14).

En diferentes cultivos el contenido de clorofilas es
variable y depende de la intensidad luminica; de forma
general, el contenido es mayor a baja intensidad que a
alta (15). En un estudio sobre el efecto de la intensidad
luminica en la aclimatizacién de Calathea, se encontré
una relacién inversa entre la intensidad luminica y el
contenido total de clorofilas (16).

Por otra parte, se ha observado una sustancial fluo-
rescencia de larga duracion en hojas de Clematis, tipica
de la separacion de la clorofila de los centros de reac-
cion (17). Por ello, se sugiere que esta desorganizacion
de los pigmentos asimiladores de energia, puede ser
responsable de la baja capacidad fotosintética de las
hojas desarrolladas in vitro. Es probable que un cambio
en la actividad fotosintética durante la ontogenia de las
plantas in vitro, esté correlacionado con el acoplamien-
to de los pigmentos a los centros de reaccion.

En general, las plantulas in vitro presentan un con-
tenido total de clorofilas comparable al de las plantas
cultivadas en condiciones ex vitro en similares condicio-
nes de luz (18); no obstante, por la infuncionabilidad de
estas in vitro, motivada por las condiciones imperantes,
hacen que so6lo un nimero reducido ejerzan su funcién
biolégica cuando son removidas de estas condiciones.
Se ha demostrado que sobre la base del area foliar, el
contenido de clorofila es mayor a bajas que a altas in-
tensidades de luz.

Se conoce por diferentes autores (8, 19, 20) que
en las plantulas provenientes de bajas intensidades,
cuando son colocadas a intensidades luminicas altas,
se produce la fotodegradacién de las clorofilas. Se ha
encontrado una disminucion de los almidones almace-
nados en los cloroplastos, segln disminuia la intensi-
dad fotosintética de las plantulas (21). Similares resul-
tados fueron alcanzados por otros autores (22), quie-
nes describieron una disminucion del contenido de clo-
rofila de 3.3 hasta 0.2 mg.g™ masa fresca, durante los
primeros 21 dias en la fase de aclimatizacion en
plantulas de fresa.

Los resultados ratifican la importancia del manejo ade-
cuado de los factores ambientales sobre las dinamicas
del crecimiento y desarrollo de las plantulas, paralograr el
incremento permanente de los primeros y el rapido transi-
to de las Udltimas por las instalaciones destinadas a la
aclimatizacion, con altos porcentajes de supervivenciay la
calidad requerida para la comercializacion.

Es obvio que la calidad estructural y funcional al-
canzada por las plantulas de cafia de azUcar durante la
aclimatizacion posibilitan una actividad metabdlica su-
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perior; en particular, la actividad fotosintética
presumiblemente garantizada por la exposicién ala luz
solar y relacionada con el funcionamiento estoméatico y
elincremento del area foliar, hace que las tasas de cre-
cimiento de las plantulas sean menos dependientes de
actividades agrotécnicas en esta fase.
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