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Introduccion

El presente trabajo tuvo como finalidad mejorar la eficiencia del proceso de propagacion in
vitro de la cafia de azlcar en sistemas de inmersion temporal (SIT). Se realizaron una serie
de experimentos donde se estudio la influencia de la presion de aire sobre composicion de
la atmosfera gaseosa en los SIT, la posibilidad de eliminacién de la etapa de elongacion en
la propagacién en los SIT, y el efecto combinado de la densidad de indculo y el tiempo de
cultivo. De estos estudios se obtuvo que en la configuracién de SIT con liberacion de la
presion interna (intercambio pasivo) se logré un mejor desarrollo morfolégico de las plantas
y un incremento en los coeficientes de multiplicacion, asi como una mayor sobrevivencia de
las plantas en la fase de aclimatizacion. Igualmente se demostré que es posible eliminar la
fase de elongacion realizando el ultimo subcultivo de multiplicacion en medio sin PBZ, lo que
permite reducir el tiempo en el esquema de propagacion y a la vez incrementar la calidad de
las plantas producidas. Con la combinacion de la densidad de in6culo de 40 brotes por vaso
de cultivo y un tiempo de cultivo de 50 dias se logra una mejor utilizacién de la capacidad
del vaso de cultivo y la produccién de un mayor nimero de plantas por SIT, que en términos
productivos significa un mejor aprovechamiento de la capacidad instalada, permitiendo
manejar un mayor niamero de explantes por area fisica de las camaras de cultivo. El
escalado productivo realizado en 3 variedades en la Biofabrica del Ingenio Santa Ana en la
Republica de Guatemala, en la Biofabrica del Instituto Nacional de Investigaciones de la
Cafia de Azdcar (Cuba) y en la Biofabrica “Gobernador Miguel Arrdez”, del Centro de
Tecnologias Estratégicas del Nordeste (Pernambuco, Brasil) validé los resultados obtenidos
en la presente investigacion.

Materiales y Métodos

Como material vegetal inicial se utilizaron apices meristematicos de tres variedades de cafa
de azlcar (CP72 2086, Mex79 431 y la RB73 2577). Los procedimientos para el
establecimiento y el cultivo in vitro se desarrollaron segun la metodologia propuesta por
Jiménez et al. (1995), para la micropropagacion de la cafia de azUlcar. Los explantes fueron
cultivados en frascos de 250 ml, afiadiéndoseles 25 ml de medios de cultivos. Para el
montaje de los experimentos en los SIT se utilizaron frascos de polipropileno (NALGENE)
de 10 litros, los que contenian 4 litros de medio de cultivo y clisteres de 2 a 3 brotes con
mas de 1.0 cm de altura, en segundo subcultivo de multiplicacién (de Feria et al., 2002).

e Influencia de la presion de aire en los SIT sobre los parametros morfolégicos
de las plantas cultivadas in vitro

Se compararon dos configuraciones de SIT para estudiar la influencia que ejerce la presion
de aire que queda en los frascos después de la inmersion sobre los parametros
morfolégicos de las plantas cultivadas in vitro. La primera variante es la utilizada por
Lorenzo et al., (1998, 2000), a la segunda variante se le afiadi6 una tercera valvula
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Solenoide de %" con el objetivo de liberar la presion de aire en los frascos como se muestra
en la Figura 4 (I). Las variantes contaron con 9 réplicas por SIT cada una.
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Figura 1. Diagrama de las dos configuraciones de SIT empleadas, sistemas de inmersién
temporal con presion, A: Compresor, B: Mandmetro, C: Véalvulas de entrada de aire, D:
Valvulas de salida del aire, E: Filtros Milipore, F: Frascos, G: Mangueras de Silicona,
sistemas de inmersiéon temporal sin presion, A: Compresor, B: Manémetro, C: Vélvulas de
entrada de aire, D: Valvulas de salida del aire, E: Filtros Milipore, F: Frascos, G: Mangueras
de Silicona

e Eliminacion de la etapa de elongacion en la propagacion en los SIT

Se evaluaron dos tratamientos para estudiar la posibilidad de eliminar la fase de elongacion
de la cafa de azucar en los SIT, el primero fue el protocolo descrito por Lorenzo et al.,
(1998), figura 5 (A). En el segundo tratamiento se emple6 el medio de cultivo de
multiplicacién con MS + 0.6 mg.L-1 de 6-BAP, 0 mg.L-1 de PBZ, con transferencia directa a
la fase de enraizamiento, utilizando el medio de cultivo propuesto por Jiménez, (1995) y
fueron montadas 9 réplicas en cada tratamiento. En la figura 5 (B) se muestra el esquema
utilizado para el experimento con los SIT.
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Figura 2. Comparacion de dos procedimientos de propagacion en los sistemas de
inmersion temporal, A: SIT con 0,5 mg.L de PBZ en el medio de multiplicacion y fase
de elongacién, B: SIT sin PBZ en el medio de multiplicacion y transferencia directa a
enraizamiento

Resultados y Discusion

Como se aprecia en la tabla 1 la configuracion de SIT con liberacién de la presién interna
(intercambio pasivo), donde el ultimo subcultivo de multiplicacion se realiz6 sin adicionar
PBZ al medio de cultivo, la combinacién de la densidad de inéculo de 40 brotes por vaso de
cultivo, un tiempo de cultivo de 50 dias y elimino la fase de elongacién, indujo a un mejor
desarrollo morfolégico de las plantas, mayores coeficientes de multiplicacion, mejor
utilizacién de la capacidad del vaso de cultivo, mayor nimero de plantas por SIT, que en
términos productivos significa un mejor aprovechamiento de la capacidad instalada,
permitiendo manejar un mayor nimero de explantes por area fisica de las camaras de
cultivo. Con este manejo fue posible reducir el tiempo en el esquema de propagaciéon y a la
vez incrementar la calidad de las plantas producidas y su posterior sobrevivencia en la fase
de aclimatizacion.

Tabla 1. Efecto de la presiébn de aire en los SIT sobre la morfologia de las plantas
producidas

SIT con presion Rangos SIT sin presion Rangos
medios medios
Longituddel  g4.011 47000 Longituddel 154,017  124.00a
Tallo (cm) Tallo (cm)
Grosordeltallo g, .5010 5950p Crosordeltallo 5o.5010 111504
(mm) (mm)
Anchodelas  445.9008 5400p  ANChodelas o 5015  117.00a
hojas hojas
0, 0]
Hdeplantas oo o656 46.00 b ddeplantas o) 0 006 12500a
con raiz/SIT con raiz/SIT
Numero de 3.2 +0.04 81n.s. Numero de 3.3+0.05 90 n.s.
hojas hojas

Longituddelas 1) 5,514  g4ns  LONGituddelas 52,541 107ns.
hojas hojas
% de plantas 2.29 +0.03 124.00 a % de plantas 1.55 +0.02 47.00 b
deformadas/SIT deformadas/SIT

*Rangos medios con letras distintas en una misma fila difieren estadisticamente para p<
0.05 segun prueba de Mann Whitney

El efecto directo de la presion de aire en los vasos de cultivo sobre las células y tejidos de
plantas cultivadas en medios de cultivo liquidos aln no ha sido esclarecido, aunque se
reconoce que el incremento de la misma puede afectar la morfologia de las células y tejidos.
En los SIT la presion de aire sobre el contenido de oxigeno en la atmosfera no deber ser el
factor primario responsable de los cambios en la morfologia de las plantas (Curtis, 2005).
Sin embargo, los resultados obtenidos en este experimento probablemente tengan su mejor
explicacion en la composicion de otros gases como el etileno y el CO, que se logra en las
dos configuraciones de SIT ensayadas. El ambiente gaseoso dentro de los vasos de cultivo



sin intercambio es anormal en comparacion con el ambiente ex vitro. Las principales
caracteristicas del ambiente in vitro son la elevada humedad relativa, las fluctuaciones
diurnas en la concentracion de CO, y la acumulacién de etileno y otras sustancias toxicas
(Kubota y Kozai, 1992). Como consecuencia de ello la fotosintesis, la transpiracion y la toma
de agua, nutrientes y CO, pueden ser reprimidas y se estimula la respiracion, lo que resulta
en un pobre crecimiento (Jeong et al., 1995) y la apariciébn de desérdenes fisiolégicos y
morfolégicos en las plantas in vitro (Debergh y Maene, 1984), por lo que el objetivo
principal de ventilar los vasos de cultivo es mejorar el ambiente gaseoso y minimizar las
diferencias entre el ambiente in vitro y el ex vitro.

Al comparar el tratamiento con eliminacion de la etapa de elongaciéon con el protocolo
descrito por Lorenzo et al., (1998) para la propagacion de cafia de azucar en los SIT, los
mejores resultados en cuanto al nimero total de plantas producidas por SIT y el coeficiente
de multiplicacion se lograron en este ultimo. Estas diferencias deben estar dadas por la
presencia de PBZ como regulador del crecimiento utilizado en el medio de cultivo de
multiplicacién propuesto por Lorenzo et al., (1998). Este compuesto quimico se encuentra
entre los compuestos triazolicos inhibidores de la sintesis de giberelina, los que han sido
utilizados ampliamente en la agricultura para el control del crecimiento de las plantas, asi
como para lograr la disminucién de la longitud y nimero de raices (Aron et al., 1985; Early y
Martin., 1988); Beausher y Yelenosky., 1987). Las plantas con mejores caracteres
morfolégicos se desarrollaron en los SIT cuando no se utiliz6 PBZ en el medio de cultivo de
multiplicacién y se eliminé la fase de elongacion, tal como se observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Eliminacién de la etapa de elongacion en la propagacion en los SIT y su influencia
sobre las caracteristicas morfoldgicas de las plantas propagadas

Con fase de Rangos Sin fase de Rangos
elongacion ) medios elongacion ) medios
Longituddel 454,597  450p  LOngituddel .. o5.014  1260a
Tallo (cm) Tallo (cm)
Grosor del tallo 0.6 +0.010 59.0 b Grosor del tallo 07 +0.012 1125 a
(cm) (cm)
Anchodelas 5 5015  540p  ANChodelas 5540617 1170a
Hojas (cm) Hojas (cm)
Numero de 3+0.05 55.5 b Namero de 4 +0.08 115.5 a
hojas hojas

Longituddelas 155,517  g40p LONGituddelas 44,514 10704
hojas hojas

% de plantas

con raiz/SIT

% de plantas

62.2 +0.26 45.00 b con raiz/SIT

95.0+£0.34 126.00 a

0 0
% de plantas 16+1.06 126.00 a % de plantas

deformadas/SIT deformadas/sT  0-22%0.34  45.00b

*Rangos medios con letras distintas en una misma fila difieren estadisticamente para
p< 0.05 segun prueba de Mann Whitney



Se realiz6 el escalado de la propagacion en SIT, aplicando los mejores resultados obtenidos
(configuracion de SIT con liberacion de la presion, eliminacion de la fase de elongacion y
densidad de in6culo de 40 explantes y 50 dias de cultivo) en tres genotipos de cafia de
azucar: la variedad CP72 2086 con la cual se realizaron los ensayos previos y las
variedades RB73 2577 y Mex79 431, ademas fueron generalizados estos resultados con la
introduccion de estas mejoras en el proceso de propagacion en la Biofabrica “Gobernador
Miguel Arrdez”, perteneciente al Centro de Tecnologias Estratégicas del Nordeste,
Pernambuco, Brasil y la Biofabrica del Instituto Nacional de Investigaciones de la Cafia de
Azucar (INICA, Cuba) , durante las campafias 2007 - 2008 y 2008 — 2009, permitiendo esto
elevar las cantidades de semilla disponibles para la produccion azucarera de estos paises.

Como ejemplo en la figura 4 se muestran algunos de estos resultados.
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Figura 4. Produccién de plantas de cafia de azlcar en SIT en la Biofabrica del Ingenio
Santa Ana en Guatemala, correspondientes a los afios 2004 al 2009

Los resultados obtenidos permiten concluir que la combinacién de la configuracién de SIT
con liberacion de la presién interna (intercambio pasivo), la eliminacién de la fase elongacién
y los ajustes en la densidad de in6culo y el tiempo de cultivo condujo al logro de mejores
resultados productivos, puesto que a partir de los afios en que se comenzo la introduccién
de las mejoras tecnoldgicas se produjo un incremento considerable del total de plantas
obtenidas por SIT, asi como mejores rendimientos biolégicos, por lo que se considera que
estos resultados pueden ser utilizados para la produccion de plantas via organogénesis a
escala masiva en otros genotipos de cafia de azucar, ofreciendo la posibilidad de una mayor

automatizacion de algunas etapas del proceso de micropropagacion.
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