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4. RESUMEN

La cafia de azlcar es la principal fuente de azucar a nivel mundial y la productividad de sus cosechas
es perjudicada por la salinidad, factor de estrés que se agrava a medida que el cambio climatico genera
mayor aridez y deterioro de la calidad de agua de riego. Cuba presenta un millon de hectareas afectadas,
destacando las provincias de Granma, Pinar del Rio y Matanzas. En la busqueda de alternativas para
mejorar la productividad agricola de areas salinizadas se han propuesto varias técnicas la mayoria
dificiles de implementar en zonas &ridas y semiéridas por lo que es necesario la caracterizacion e
identificacion de materiales vegetales que se adapten a tales condiciones. El cultivo en biorreactores de
inmersion temporal presenta ventajas en comparacion a otras técnicas de micropropagacion. El presente
experimento se desarroll6 con el objetivo de determinar algunos de los efectos del NaCl (0-200mM) en
la micropropagacion de cafia de azucar en BIT. A los 30 dias de iniciado los cultivos se determinaron el
coeficiente de multiplicacién, la masa fresca de los cluster y niveles de aldehidos, clorofilas, carotenoides
y fenoles. El contenido de fenoles solubles en el medio de cultivo también se evalué. La adicién de NaCl
disminuy6 el coeficiente de multiplicacion y la masa fresca. A nivel bioquimico, fueron registradas
diferencias significativas entre los tratamientos con NaCl, pero los efectos mas notables se observaron
en el aumento del contenido de carotenoides en las plantas y en los fenoles solubles excretados al medio

de cultivo.

Palabras clave: Estrés salino in vitro; metabolitos de plantas; micropropagacion; Saccharum officinarum

Vi



5. ABSTRACT

Sugarcane is the main source of sugar worldwide and the productivity of its crops is affected by salinity,
a stress factor that worsens as climate change generates greater aridity and deterioration of the quality
of irrigation water. Cuba presents one million affected hectares, highlighting the provinces of Granma,
Pinar del Rio and Matanzas. In the search for alternatives to improve the agricultural productivity of
salinated areas, several techniques have been proposed, most of which are difficult to implement in arid
and semi-arid zones, so it is necessary to characterize and identify plant materials that adapt to these
conditions. Culture in temporary immersion bioreactors has advantages compared to other micro-
propagation techniques. In this context, the present experiment was developed with the aim of
determining some of the effects of NaCl (0-200mM) in the micro-propagation of sugarcane in BIT. Thirty
days after starting the cultures, the multiplication rate, fresh mass of the clusters and levels of aldehydes,
chlorophylls, carotenoids and phenols were determined in the plant material. The content of soluble
phenols in the culture medium was also evaluated. The addition of NaCl decreased the multiplication rate
and the fresh mass. At the biochemical level, significant differences were registered between the NaCl
treatments, but the most notable effects were observed in the increase of the carotenoid content in the

plants and in the soluble phenols excreted to the culture medium.

Keywards: In vitro salt stress; plant metabolites; micro-propagation; Saccharum officinarum
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7. INTRODUCCION

La cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) es la principal fuente de azucar a nivel mundial
debido a su mayor eficiencia en la actividad fotosintética y su capacidad para almacenar sacarosa
en el tallo (Valdés et al., 2016), su produccion en 2016 alcanzo la cifra de 1 890 millones de
toneladas. En este afio, Brasil fue el mayor productor de azlcar con una cifra de 768 millones de
toneladas, posicion que ha mantenido desde 1980 (FAOSTAT, 2017b). En los dltimos diez afos
ha experimentado un crecimiento de las exportaciones, las que superaron los 5 millones de
toneladas en 2013 (alrededor del 23 % de las exportaciones mundiales) (Valdés et al., 2016,
FAOSTAT, 2017a) destacando ademas en la produccién de etanol derivado de este cultivo
(Cheavegatti-Gianotto et al., 2011). La India es el segundo productor a nivel mundial con 348
millones de toneladas y la Republica Popular China, en el tercer puesto, con 123 millones. Para la
economia mundial del azucar, el factor econémico fundamental es el crecimiento constante de su
consumo (alrededor del dos por ciento anual en el Ultimo decenio). Cuba ocupa el lugar 14 en la
lista de paises productores, presenta mas de 400 mil hectareas (ha) destinadas a este cultivo
(FAOSTAT, 2017b).

En los dltimos afios se han demostrado cambios climaticos que han influido una marcada
diferencia en la respuesta de las variedades de cafa en los distintos tipos de suelos, esto se ha
materializado en considerables afectaciones desde el punto de vista financiero y climatolégico
(Torriente, 2010), de este ultimo la salinidad se considera el mayor estrés abiético que perjudica
la productividad y calidad de las cosechas (Hanin et al., 2016), y se estima que tienda a agravarse
a medida que el cambio climatico genere mayor aridez y deterioro de la calidad de agua de riego
conduciendo a la desertificacion (Pares y Basso, 2013, Pérez-Nasser, 2017), sumando a esto se
encuentran las escasas precipitaciones, la alta evaporacion y el mal drenaje (Mesa, 2003). Existe
una amplia distribucion de los suelos salinos y salinizados a nivel mundial, destacandose que estos
ocupan entre un 40-50 % de toda el area del planeta. Al respecto se ha planteado que su extension
crece a razén de 3 hectareas (ha) por minuto (min) y que actualmente se contabilizan alrededor
de 953 millones de hectareas en diferentes regiones del mundo. Cuba, que tiene una superficie
agricola de alrededor de 7.08 millones de ha, presenta cerca de un millén de hectareas afectadas
y cerca de 1.5 millones presentan problemas potenciales de salinizacion (Gonzalez et al., 2002),
destacando las provincias de Granma, Pinar del Rio y Matanzas (Orellana-Pérez y Pefa-
Gonzalez, 2003).



En la busqueda de alternativas tendentes a mantener o mejorar la productividad agricola de areas
salinizadas se han propuesto varias técnicas como el lavado y mantenimiento de un adecuado
nivel de humedad sin embargo la escasez de agua caracteristica de zonas aridas y semiaridas
dificulta la implementacion de las mismas por lo que es importante la caracterizacién e
identificacion de materiales vegetales que se adapten a tales condiciones (Pares y Basso, 2013).
Tal situacion, unida a los estragos que causa a la agricultura mundial, han obligado a los
investigadores a desarrollar métodos sostenibles para su uso y rehabilitacién, dandole especial
atencion al uso de especies y variedades de plantas tolerantes a la salinidad, como una de las
vias econdémicas para incrementar la productividad de los cultivos en dichas condiciones
(Gonzalez et al., 2002).

Los principales problemas de estrés salino son originados por sales de sodio particularmente por
el cloruro de sodio cuyos efectos mas importantes son el estrés osmotico, el desbalance iénico y
la toxicidad que produce la acumulacion de iones cloruro y sodio sobre los procesos metabdlicos
(Pares y Basso, 2013). El cloruro de sodio (NaCl) ha sido utilizado para simular condiciones de
salinidad (Fatima et al., 2015, Carloni et al.,, 2017, Hairuddin et al., 2017). El desarrollo de
investigaciones sobre la automatizacion en la propagacion de plantas, que incluyen el disefio de
nuevos sistemas para la micropropagacion, han permitido altos coeficientes de multiplicacion,
mejor comportamiento de las plantulas ex vitro (por un mayor metabolismo autotréfico durante la
fase in vitro) y reduccién de los costos de produccion (Santos, 2008). El cultivo en inmersién
temporal puede constituir una alternativa de micropropagacion a corto plazo, mientras a largo plazo
se logran vencer los obstaculos bioldgicos que permitan la obtencion eficiente de plantas y

embriones somaticos en biorreactores (Vilchez et al., 2011).

El interés por mejorar la tolerancia de los cultivos a la salinidad ha ido creciendo en los Ultimos
afios, empleando métodos de mejora y seleccién tradicionales o produccién de organismos
modificados genéticamente (Leidi y Pardo, 2002, Cheavegatti-Gianotto et al., 2011). Orellana-
Pérez y Pefia-Gonzéalez (2003) determinaron la respuesta en diferentes fases del desarrollo in vitro
de cuatro somaclones de arroz para tolerancia a la salinidad, a distintas concentraciones de cloruro
de sodio (NaCl) y obtuvieron una respuesta diferencial para la tolerancia a la salinidad entre los
genotipos tolerantes y susceptibles en dependencia de la concentracion de NaCl en el crecimiento
del callo y la regeneracion de plantas. En Brasil, la Comision Técnica Nacional de Bioseguridad
(CTNBIo) ha aprobado ensayos de campo con cafia de azUcar modificada genéticamente, que

incorpora caracteristicas tales como mayor rendimiento, tolerancia a la sequia, resistencia a los



insectos y tolerancia a los herbicidas (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011). Boscaiu et al. (2013)
cuantificaron niveles de metabolitos como indicadores de tolerancia en dos especies de haléfitas
empleando tratamientos ascendentes en concentracion con cloruro de sodio en camaras de
crecimiento controlado. Al Hassan et al. (2016a) por otra parte, realizaron un estudio comparativo
entre dos especies de plantas ante el estrés salino en condiciones controladas en el que
cuantificaron parametros de crecimiento y marcadores bioquimicos de estrés, como pigmentos
fotosintéticos, malondialdehido como indicador de estrés oxidativo y fenoles como ejemplo de
antioxidantes no enzimaticos. (Chavez et al., 2015) determinaron el efecto de la salinidad sobre el
contenido de agua y la concentracion de pigmentos, en plantas de tres variedades de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) utilizando un suelo salino y otro no. Pérez-Nasser (2017) determinaron el
contenido relativo de diferentes metabolitos en plantas de Aloe vera L. expuestas a estrés salino
con NaCl. En trabajos de micropropagacion destacan Lorenzo et al. (2001) quienes emplearon
biorreactores de inmersion temporal para estudiar el coeficiente de multiplicacion en cafia de
azucar y determinaron parametros bioquimicos como la excrecién de fenoles, el nimero de brotes

y la masa fresca.

La seleccién de aquellas variedades que produzcan la mayor cantidad de azucar por unidad de
area es un objetivo de trabajo prioritario para muchos paises productores de azlcar, empefiados
en lograr mayores beneficios econdémicos en la explotacion del cultivo. Se requiere contar con
variedades de elevado rendimiento durante diferentes épocas del afio y adaptadas a las
condiciones agroecoldgicas de cada zona, para elevar los niveles de produccién (Chiang et al.,
2018). Son necesarios métodos de seleccién temprana de la tolerancia de Saccharum officinarum
L. a la salinidad para acelerar los procesos de mejoramiento genético y reducir los costos de
investigacion, para lo cual es necesario encontrar marcadores de tolerancia que permita la

seleccién de plantas resistentes.

Hipotesis
El cloruro de sodio produce cambios en la multiplicacion in vitro y en los niveles de fenoles,

aldehidos y clorofilas de la cafia de azlcar en biorreactores de inmersion temporal, los que pueden

servir de marcadores de tolerancia a la salinidad en los programas de mejoramiento genético.



Objetivo general

Determinar el efecto del cloruro de sodio en la multiplicacion in vitro de la cafia de azlcar en

biorreactores de inmersion temporal y en algunos indicadores bioquimicos.
Objetivos especificos

1. Determinar el efecto del cloruro de sodio en el coeficiente de multiplicacion y en la masa
fresca de la cafia de azUcar en biorreactores de inmersién temporal.

2. Determinar el efecto del cloruro de sodio en los niveles de malondialdehido y otros aldehidos,
clorofilas a, b; carotenoides, fenoles solubles, ligados a las paredes celulares y excretados al

medio de cultivo de la cafia de azlcar en biorreactores de inmersién temporal.

Novedad cientifica

Se describen algunos efectos fisiolégicos y bioquimicos del cloruro de sodio en la
micropropagaciéon de la cafia de azlcar (cv. C-1051-73) en biorreactores de inmersién temporal,
lo que se puede utilizar como alternativa en la seleccién de plantas tolerantes a la salinidad en

condiciones in vitro.

Valor practico
Constituye un primer acercamiento a la generacion de nuevos genotipos y en la seleccion in vitro
de plantas de cafia de azucar con tolerancia a la salinidad en condiciones de multiplicacion

acelerada en biorreactores de inmersion temporal.



8. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Caracteristicas generales de la cafia de azUcar (Saccharum officinarum L.)

La cafia de azucar pertenece al género Saccharum y es miembro de la tribu Andropogoneae de la
familia Poaceae. Las seis especies que conforman el género Saccharum se denominan:
Saccharum spontaneum L., S. robustum L., S. officinarum L., S. barberi Jeswiet, S. sinense Roxb
y S. edule Hassk. Sin embargo, se piensa que las tres Ultimas especies sean de origen
interespecifico y/o intergenérico natural, y probablemente debieran considerarse como un grupo
horticola (Daniels y Roach, 1987, Grassl, 1997). Los clones cominmente cultivados provienen de
cruzamientos interespecificos realizados a principios del siglo XX entre las especies S. officinarum
y S. spontaneum (Glaszmann y D’Hont, 1999). Es una graminea tropical perenne con tallos
gruesos Yy fibrosos que pueden llegar a medir de 3 hasta 5 metros de altura con 5 0 6 cm de grosor,
se desarrolla mejor en suelos francos profundos y bien drenados, aunque se puede cultivar en
cualquier tipo de suelo con pH de 5.5 a 7.8 siendo 7 el valor 6ptimo. El clima ideal son zonas
célidas con abundante luz solar ya que es muy eficiente en el aprovechamiento de esta, el rango
de temperatura varia entre 16 a 30°C, con alturas de 0 a 1000 msnm y una precipitacion minima
de 1500 mm de agua por temporada (Zuiiga, 2012).

La coleccion cubana estd compuesta por 2 861 genotipos, de los que 275 son formas originales
de diferentes especies de Saccharum y géneros afines, 431 son hibridos en diferentes etapas
generacionales y 2 115 son hibridos comerciales (Pérez et al., 1997a). Su cultivo cubre un area
de mas de 25.4 millones de hectareas en mas de 130 paises y territorios, con una produccion de
mas de 1800 millones de toneladas anuales (Valdés et al., 2016). Se considera que la coleccion
mundial actual esta constituida por 8 550 accesiones aproximadamente con representantes de
especies silvestres y cultivadas, asi como, de otros géneros afines (Berding y Koike, 1987). La
cafia de azucar es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial en las regiones tropicales

y subtropicales y la materia prima principal para la industria azucarera (Akter et al., 2016)

Fue introducida en Cuba en el afio 1543, poco tiempo después del descubrimiento de América
(Torriente, 2010) pero no es hasta principios del siglo XIX con la introduccion de la maquina de
vapor, que Cuba entra en la gran era del aztcar. En el siglo XX, con la introduccion de nuevos
equipos, los centrales azucareros se fueron modernizando, se construyeron algunos con nuevas
tecnologias. En las primeras décadas del triunfo de la revolucion cubana se producia un promedio
anual de 5 millones de toneladas de azucar, siendo el principal producto agricola e industrial del

pais, llegandose a dedicar 1.5 millones ha de tierra a este cultivo (el 40 % del area total cultivada).



Después del afio 2002 la situacién varid, se redujo la cantidad de tierras dedicadas a este cultivo
y se concentrd en los suelos mas productivos, existiendo actualmente alrededor de 820,000 ha
para su plantacion (Montes, 2010). Por lo que el Ministerio de AzUlcar se vio precisado a desarrollar
un profundo proceso de transformaciones (Tarea Alvaro Reynoso), encaminada a elevar la
eficiencia productiva con reduccién de los costos, donde la diversificacion de la produccion juega
un papel fundamental. Se dejaron activos los ingenios mas eficientes y los suelos de mayor aptitud
para el cultivo, por lo que se reducen 71 centrales, los que pasaron a otras actividades agricolas,
siendo una ventaja inmediata para la economia nacional, con el consiguiente incremento de la
eficiencia de la industria azucarera (Cuellar et al., 2003). Desde la década del 90 se trabaja en
Cuba por lograr una agricultura mas ecolégica u organica, menos dependiente de los costosos
insumos de productos quimicos y basada en el desarrollo cientifico-técnico, en aras de alcanzar
una verdadera racionalidad ecolégica y sustentabilidad econémica. La agricultura sostenible se ha
convertido en la Unica solucién factible capaz de frenar el deterioro ambiental y garantizar la

seguridad alimentaria de las presentes y futuras generaciones (Mas et al., 2007).

La biologia reproductiva de las diversas especies de cafia de azlUcar no ha sido objeto de estudios
importantes, ya que todas tienen una propagacion vegetativa profusa. Estas se distribuyen en la
naturaleza de diferentes formas, que van desde amplias extensiones aparentemente de un solo
clon, hasta distribuciones complejas con un entrecruzamiento activo entre varias especies o
géneros. En este cultivo, también se ha trabajado en el desarrollo de procesos de propagacion in
vitro en gran escala basados en la organogénesis y la embriogénesis soméatica (Peros y Bonnel,
1990, Feldmann et al., 1994b, Jiménez et al., 1995, Santana et al., 1997, Jiménez et al., 1999).
Estos procesos de micropropagacion tienen gran potencial y son usados en general para producir
propagulos de calidad en cantidades relativamente pequefas. También se ha utilizado la
propagacion in vitro de la cafia de azlcar para el mejoramiento genético (Liu, 1981, Pérez et al.,
1995, Lorenzo et al., 2001). El saneamiento ha sido otro de los objetivos de la micropropagacién
en esta especie (Mori, 1971, Lee, 1986).

2.2 Efecto osmotico y/o téxico del estrés salino

La salinidad es un fenébmeno natural caracteristico de zonas aridas y semiaridas (Gregore et al.,
2012), donde la evaporacion excede a la precipitacion y donde la escasez de estas ultimas hace
necesario el riego para una produccién optima (Viegas et al., 2001). Este problema lejos de ser
resuelto ha empeorado desde entonces, la urbanizacion y la industrializacion con una mayor
competencia por el agua de alta calidad y la sobreexplotacién de los acuiferos subterraneos

aumenta la intrusion de agua salada en los pozos. Incluso el agua de buena calidad puede



contener de 100-1000 gramos de sal por m3. Con una aportacion anual de 10 000 m3-ha, se
afade al suelo entre 1y 10 toneladas de sal. Como resultado de la transpiracion y la evaporacion
del agua, las sales solubles se acumulan en los suelos y deben ser eliminadas periddicamente por
lixiviacion y drenaje (Sun et al., 2009). En Cuba se han desarrollado estudios acerca del efecto
adverso de los procesos de salinizacion de los suelos. Este se evidencia en mas de 1 millon de
hectareas afectadas. De ellas, no menos de 300 ha se han dafiado por el riego con agua de baja
calidad. Se estima que hay alrededor de 1 millon de hectareas mas en peligro de salinizarse, es
decir, el 15% mas del area agricola total (Mesa, 2003). Los efectos negativos causados por este
factor perjudican el crecimiento, la morfologia y anatomia de la planta y provoca también la

disminucion del contenido de agua, azlcares y minerales (Pérez-Nasser, 2017).

El estrés salino tiene efectos bien conocidos, incluyendo deshidratacion celular, la alteracion del
equilibrio osmético (Chavez et al., 2015), inhibicion de muchas actividades enziméaticas y procesos
celulares esenciales (como el procesamiento de ARN o la sintesis de proteinas), interferencia con
la nutricion mineral o generacion de especies reactivas del oxigeno que se traduce en estrés
oxidativo (Gregore et al., 2012). Dos componentes de los principales componentes que afectan el
crecimiento vegeta son: el osmético y el ibnico (Hanin et al., 2016). La elevada concentracion
salina provoca un descenso del potencial hidrico del suelo e induce al estrés hidrico en las plantas.
Esto es lo que se conoce como componente osmético de la salinidad. En cuanto al componente
i6nico, determinados iones son toxicos para las glicéfitas (la inmensa mayoria de las plantas
cultivadas). Dentro de ellos, los mas abundantes en el suelo son el cloruro (CI) y el sodio (Na*),
los que interfieren en la captacion de los otros iones por parte de la planta y provocan el déficit
critico de nutrientes, dando lugar a suelos estériles con cantidades de nitrégeno no 6ptimas (Mesa,
2003). Cuando la concentracion de sal en la solucion del suelo es elevada, el potencial osmatico
de dicha solucion es muy bajo. Por lo tanto, la salinidad reduce el potencial hidrico externo. A
niveles elevados de salinidad, el potencial hidrico externo puede estar por debajo del potencial
hidrico de las células provocando deshidratacion osmotica. La mayor parte de las respuestas
rapidas en el coeficiente de elongacién de las hojas a la salinidad es atribuible a los cambios en el

estado hidrico de las células (Munns y Tester, 2008).

A pesar de la esencialidad de cloruro como un nutriente para todas las plantas superiores y el
sodio como nutriente mineral para muchas hal6fitas y algunas especies C4 y CAM, la
concentracion de ambos iones en suelos salinos, supera con creces los demas nutrientes y

conduce a un efecto especifico en plantas no tolerantes a la salinidad. La alta concentracion de



algunos de estos iones conduce a su acumulacion en el tejido de la planta, produciendo toxicidad.
La proporcion de estos iones con respecto a otros nutrientes esenciales para las plantas pueden
ser bastante elevados, causando desequilibrios nutricionales. La interaccion de Na*/potasio (K*),
Na*/calcio (Ca?*), Cl/nitrato (NOs) es bien conocida. Cabe destacar, por ejemplo, la interaccion
Na*/K*. Debido a que el Na* es quimicamente muy parecido al K* por su tamafio, el Na* puede
desplazar al K* en numerosos sitios donde el K* participa activando la funcionalidad de las enzimas
y regulando la conformacion de las proteinas. La presencia de Na* en lugar de K* crea problemas
a nivel bioquimico (Buchanan et al., 2015). La fotosintesis se afecta debido al cierre estomético en
respuesta al déficit hidrico inducido con la subsecuente reduccién en la toma de diéxido de carbono
(COy) por la planta (Vicente et al., 2004).

El efecto téxico de la salinidad queda reflejado principalmente por dos hechos que se observan en
los experimentos con salinidad. Una de ellas es que las concentraciones moderadas de Na*, Cl' o
sulfato (S04%) u otros iones reducen el crecimiento o causan lesiones especificas. La otra es que
soluciones iso-osméticas de diferentes composiciones pueden provocar respuestas muy
diferentes. Los genotipos difieren en estas respuestas, incluso dentro de una misma especie. La
toxicidad debido a concentraciones moderadas de algunos iones de los suelos salinos es mas
comun en las plantas lefiosas. Los efectos secundarios del estrés por cloruro de sodio (NaCl)
incluyen alteraciones en la absorcion de K*, disfuncién de las membranas celulares, disminucién
de la fotosintesis, generacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y muerte celular
programada (Buchanan et al., 2000). Las especies reactivas de oxigeno (ERO), también llamadas
especies activas de oxigeno (EAO) son resultado de la reduccion parcial del oxigeno O
atmosférico. Existen basicamente cuatro formas de ERO celular, oxigeno molecular singlete (10,),
radical superéxido (Oy), peréxido de hidrégeno (H20.) y el radical hidroxilo (HO’), cada uno con la
caracteristica vida media. Las ERO pueden ser extremadamente reactivas, especialmente el
oxigeno molecular singlete y el radical hidroxilo y a diferencia del oxigeno atmosférico pueden
oxidar multiples componentes celulares como proteinas y lipidos, ADN y ARN. Las ERO se
producen continuamente en el cloroplasto, mitocondria y peroxisomas y también son removidas
de forma controlada en condiciones normales, sin embargo, el equilibrio entre la produccion y la
depuracion de éstas puede ser perturbado por diversos factores entre ellos la salinidad (Gabriel et
al., 2013). El efecto méas general del estés salino es, al igual que otros factores de estrés abibtico,
es la inhibicion del crecimiento. Todas las glicofitas presentan un crecimiento 6ptimo en ausencia
de sal; solo algunas haldfitas dicotiledéneas extremas presentan generalmente alguna

estimulacion del crecimiento ante concentraciones moderadas de NaCl (50-250 mM), pero siempre



se observa reduccion en el coeficiente de crecimiento ante altas concentraciones (Vicente et al.,
2004).

2.3 Tolerancia de las plantas al estrés salino

La tolerancia a la salinidad se puede definir como la capacidad de la planta para soportar los
efectos de exceso de sal en el medio de crecimiento radicular, sobrevivir y producir rendimientos
econdmicos en condiciones de estrés y se expresa como la relacion entre el rendimiento de una
variedad en condiciones salinas con respecto a su rendimiento en condiciones normales.
Implicitamente en esta definicion esta la idea de que una planta puede soportar una cantidad
exacta de sal sin efectos adversos. No es un valor exacto. Este depende de muchas condiciones,
limites y factores, tales como el tipo de sales en la solucién del suelo, condiciones de crecimiento,
la edad y la variedad de la planta (Parida y Das, 2005). Desde el punto de vista agronémico, la
tolerancia a la salinidad de un cultivo concreto a una determinada salinidad del suelo, es la
respuesta relativa del propio cultivo en condiciones no salinas (Hirt y Shinozaki, 2004). Se
considera que la mayoria de los cultivos tolera la salinidad hasta un nivel de umbral (Khan et al.,
2006), definido como el valor por debajo del cual no se afecta el crecimiento del cultivo por la
salinidad. En este sentido Munns (2009) refirié categorias para la clasificaciéon de la tolerancia de
los cultivos a la salinidad, considerando el umbral de cada especie y la reduccién en el rendimiento
con el incremento de la salinidad. Desde el punto de vista ecologico, Peleg et al. (2011) relacionan
el término de tolerancia a la salinidad con la habilidad inherente de la planta para continuar
creciendo (a una tasa reducida), aun cuando las condiciones resultan desfavorables para el
mantenimiento de los procesos basicos. En este caso, se le confiere mas importancia a la

supervivencia de la planta.

Las plantas se dividen basicamente en dos grandes grupos en relacién con la respuesta a
elevadas concentraciones salinas. Las haléfitas son nativas de suelos salinos, capaces de
completar su ciclo de vida en este ambiente e incluyen una amplia variedad taxonémica ademas
ocupan diversos habitats, desde sitios extremadamente secos a temporalmente anegados o
pantanos salados. Las glicofitas por otra parte son aquellas que no son capaces de tolerar la
salinidad al mismo grado que las haldfitas sino en condiciones moderadas (Vicente et al., 2004,
Taiz y Zeiger, 2006). Se ha descrito el crecimiento de diferentes especies expuestas a elevadas
concentraciones de CI en el medio externo relacionado con el de los controles no salinos,
identificAndose cuatro grupos fundamentales. En el grupo IA las plantas Suaeda maritime L. y
Atriplex nummularia Lindl., las cuales mostraron la estimulacion del crecimiento con niveles de CI

por debajo de 400 mM. El grupo IB, la remolacha azucarera (Beta vulgaris L.), que tolera la sal,



pero su crecimiento se retarda. El grupo Il, tolera niveles de salinidad intermedios, incluye haléfitas
como Festuca rubra L. y no haldfitas, como el algodon (Gossypium spp.) y la cebada (Hordeum
vulgare L.). Este grupo también incluye tomate (Solanum lycopersicum L.) y la soya (Glicyne max
L.) que son més sensibles. El grupo Ill, comprende especies muy sensibles a la sal, muchos
arboles frutales como los citricos (Citrus) y aguacate (Persea americana Mill.) (Greenway y Munns,
1980). La presencia de sales (especialmente NaCl) es un factor obligatorio para el ciclo de vida de
la mayoria de las haldfitas, debido al efecto estimulatorio sobre gran cantidad de procesos en este

tipo de plantas (Gregore et al., 2012).

En condiciones de campo, la salinidad del suelo es rara vez constante con el tiempo y uniforme
en el espacio (Garcia-Sanchez et al., 2010). Dependiendo de la magnitud de la lixiviacion y el
drenaje, la distribucion de la sal puede ser uniforme en el suelo y cambiar ligeramente con la
profundidad, o puede ser altamente irregular y variar desde concentraciones de sal cerca de la
superficie del suelo, que aproximadamente son iguales a la del agua de riego, a concentraciones
en el fondo de la zona radicular que son varias veces mayores. La tolerancia a la salinidad de los
cultivos depende también del tipo y frecuencia de riego (Garcia-Sanchez et al., 2003). A medida
gue el contenido de agua del suelo disminuye entre riegos, aumenta la concentracion de sal. Si el
agua llega a ser limitante, las plantas pueden sufrir estrés hidrico. El clima, es otro de los factores
gue afecta principalmente a la respuesta de las plantas a la salinidad. En general, las plantas son
mas sensibles a la salinidad a altas temperaturas y baja humedad relativa (Levy y Syvertsen,
2004).

La sensibilidad de los cultivos a la salinidad del suelo cambia a menudo de una etapa de
crecimiento a la siguiente. Dependiendo de las especies, las plantas pueden ser mas sensibles
durante los primeros estadios del crecimiento vegetativo que durante la etapa reproductiva del
desarrollo. En general, la germinacién es la etapa mas tolerante a la salinidad. La tolerancia de las
variedades dentro de una misma especie puede diferir significativamente. Los arboles frutales
modifican su tolerancia a la sal en funcidn de los portainjertos (Garcia-Sanchez et al., 2005) y esto
parece estar relacionado con la capacidad de los distintos portainjertos para regular la absorcion
y el transporte de Na* y/o Cl desde la raiz a los brotes. Aunque las respuestas individuales ante
la salinidad puede diferir, numerosas lineas de investigacion sugieren que todas las plantas usan
los mismos mecanismos de regulacion y efectores para garantizar los niveles de tolerancia (Al
Hassan et al., 2016b) y que las diferencias descritas entre especies haldéfitas y glicofitas son de

naturaleza cuantitativa y no cualitativa (Zhu, 2001, Vicente et al., 2004). El NaCl tiene otros efectos
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indirectos, algunos mediados a través de cambios en los niveles de reguladores del crecimiento
de la planta; por ejemplo, el aumento inducido del acido abscisico el que puede explicar
parcialmente la alta sensibilidad de la germinacion de la semilla al estrés salino, todos ellos
contribuyen a la muerte de la planta si se sobrepasa el limite de tolerancia (Vicente et al., 2004).

2.3.1 Mecanismo de adaptacién de las plantas a la salinidad

Las plantas activan diferentes mecanismos para contrarrestar las dafiinas consecuencias de la
exposicion a suelos con altos niveles de salinidad (Gregore et al., 2012). En ambientes salinos,
algunas glicofitas evitan los efectos de la salinidad limitando la absorcion de iones tanto en las
raices como en los tallos, mediante la biosintesis de osmolitos (prolina, betaina, trealosa, polioles,
entre otros) o controlando el flujo de agua y transporte de iones a través de la membrana y su
compartimentalizacion, lo cual les permite mantener y/o restablecer la homeostasis i6nica (Vicente
et al., 2004, Pérez-Nasser, 2017) que, junto a la homeostasis osmética son determinantes para
tolerar ciertos niveles de salinidad. Las plantas responden al efecto osmatico, evitando la pérdida
de agua y manteniendo el potencial de turgor para lo cual disminuyen la transpiracion con el cierre
de los estomas (Khokon et al., 2011). En respuesta al menor potencial hidrico de la solucién del
suelo, las plantas deben ajustarse osmoéticamente mediante la acumulacion de iones inorgénicos,
o mediante la sintesis de compuestos organicos para compensar la alta presion osmética externa
y por tanto evitar la sequia fisiolégica producidas por el ambiente (Boscaiu et al., 2013), con el fin
de disminuir el potencial osmatico en la célula o por una combinacion de ambos métodos (Lambers
et al., 2008, Gregore et al., 2012). Existen numerosas evidencias de que estos mecanismos son
compartidos por todas las plantas, tanto sensitivas como tolerantes en respuesta al estrés salino,
aungue con claras diferencias cuantitativas respecto a la eficiencia con la que estas respuestas
son ejecutadas, las plantas glicéfitas (como la cafia de azlcar) pueden tolerar condiciones suaves

de salinidad y presentan una eficiencia inferior a las hal6fitas (Gregore et al., 2012).

El equilibrio osmoético en el citoplasma se logra por un mecanismo general y conservado de
respuesta ante condiciones ambientales que causan deshidratacién celular como el frio, sequia,
altas temperaturas o la presencia de metales pesados; es la sintesis y acumulacion en el
citoplasma de solutos orgéanicos que no inhiben los procesos metabdlicos incluso a altas
concentraciones (Boscaiu et al., 2013). Ademas de su funcién directa sobre el balance osmotico
actian como estabilizadores de proteinas, membranas y otras estructuras macromoleculares
susceptibles a la deshidratacién, asi como al estrés oxidativo, son neutralizadores de especies
reactivas del oxigeno (Szabados y Savouré, 2010), conocidos como osmolitos compatibles

(Ahmad y Sharma, 2008, Ahmad y Prasad, 2012). Estos son los azUcares (principalmente

11



sacarosa Yy fructosa (Ahmad y Sharma, 2008), polioles (glicerina, inositol metilado), azucares
complejos (trehalosa, rafinosa) (Lopez-Gomez y Lluch, 2012), metabolitos con carga (glicina-
betaina) (Chen y Murata, 2011, Zhang et al., 2011, Koyro et al., 2012) y aminoé&cidos tales como
la prolina (Ahmad y Sharma, 2010). Las halofitas pueden acumular grandes cantidades de sales
inorganicas en los organulos celulares (Ramanjulu y Sudhakar, 2001). Con el fin de prosperar en
un medio salino las glicéfitas deben sintetizar osmolitos organicos en mayor medida que las
plantas que utilizan la sal como su principal osmolito. Este proceso tiene un costo de energia que
es responsable, en parte, de la reduccion del rendimiento. Algunas haléfitas han desarrollado

glandulas de adaptacion ecofisiolégicas o anatémicas (Grigore et al., 2011).

La homeostasis i6nica intracelular requiere el control de la absorcion de iones téxicos en el interior
de las vacuolas para facilitar su compartimentacién. Teniendo en cuenta que la vacuola es un
compartimento esencial para la expansion celular, la acumulacion de iones en este organulo facilita
el ajuste osmoético que impulsa el crecimiento con el minimo impacto perjudicial sobre la
maquinaria del citosol y la vacuola (Taiz y Zeiger, 2006). El establecimiento de la homeostasis
ibnica y osmoética tras un estrés salino es esencial no sélo para prevenir la muerte celular sino
también para el mantenimiento de los estados estacionarios fisioldgicos y bioquimicos necesarios
para el crecimiento y la finalizacion del ciclo de la vida. Las proporciones de Na* y CI con otros
nutrientes esenciales pueden ser muy elevadas y pueden causar deficiencias de elementos
nutritivos presentes en concentraciones mucho mas bajas (Ruiz et al., 1997). Las necesidades de
K* para mantener el crecimiento de la planta son méas elevadas en condiciones salinas. Se ha
demostrado genéticamente (Zhu, 2003) y fisiol6gicamente (Cuin et al., 2008) que se requiere una
relacion favorable de K*/Na* en condiciones de elevada salinidad en las células vegetales. Se ha
demostrado que el incremento de la misma previene la muerte celular programada (Shabala,
2009). Por tanto, resulta crucial que la relacion K*/Na* en el citosol se encuentre por encima de
1,0 para la adecuada homeostasis idnica y resistencia a la salinidad (Maathuis y Amtmann, 1999,
Carden et al., 2003, Silva et al., 2012).

Algunos autores aseguran que ante el estrés salino o sequia algunas plantas activan el
metabolismo y la sintesis de proteinas para compensar las proteinas desnaturalizadas, mantener
la integridad celular o reparar dafios a través de la sintesis de solutos osmoprotectores. En
contraste Littge et al. (1993) afirman que existen ciertas proteinas estimuladas por la salinidad
gue desempefian funciones enzimaticas relacionadas con la sintesis de prolina y que algunas de

estas son capaces de prevenir la entrada de iones toxicos a partes vulnerables de la planta o
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incrementar la excrecién de los mismos. La prolina compensa osméticamente los iones en la
vacuola o la osmolaridad externa lo que permite el movimiento de agua desde el medio radical
hasta el interior de las raices lo que contribuye al mantenimiento de la turgencia celular. Se ha
demostrado que ademas es protector de enzimas, estabilizador de estructuras, organelos y
macromoléculas (Pérez-Nasser, 2017).

2.4 Propagacién convencional e in vitro de la cafia de azlcar

En condiciones de cultivo, las cafias son propagadas de forma agamica por estacas mediante
segmentos de tallo, y la poblacion se establece gracias a la brotacion de las yemas axilares
(Glaszmann y D’Hont, 1999); unica forma de multiplicaciéon practicada por el hombre para la
reproduccion del cultivo durante mucho tiempo, hasta que se descubrié que también se podia
reproducir por medio de sus semillas, ya que éstas son fértiles, o que permitié en 1880 iniciar en
Java y Barbados las primeras multiplicaciones sexuales (Pérez et al., 1997b). En Cuba este
proceso de produccién de semilla comercial tarda entre 32 y 36 meses desde que se siembran los
bancos de semilla basica hasta que se siembran las plantaciones comerciales (Jiménez et al.,
1995, Freire, 2001), unido a la imposibilidad de realizar un saneamiento y diagnéstico efectivo a
toda la semilla que se utiliza en el proceso (Jiménez et al., 1995). Por la necesidad de contar con
técnicas que permitieran mejorar la calidad de la semilla y disminuir las areas destinadas a su
produccion, se acudié a formas de propagacion rapidas como el método de yemas aisladas, el de
estacas de una sola yemay el de trozos de tallo (Pérez y Rodriguez, 1989). La base fundamental
de estas técnicas radica en el aprovechamiento de las potencialidades germinativas de cada una
de las yemas del tallo (Abdallah et al., 2016) a pesar de estas ventajas, en Cuba no han podido
ser utilizadas comercialmente. Actualmente la propagacion por estacas es la que mas se emplea
en la reproduccién o siembra de los campos comerciales, a pesar de ser un método lento (Montes,
2010).

Los programas de mejoramiento genético y propagacion masiva de esta especie requerian de
métodos que permitieran la reduccion del tiempo de introduccién de nuevas variedades, lo que dio
paso al cultivo in vitro, el cual facilita la aplicacion de técnicas de conservacion de germoplasma,
de saneamiento y diagnoéstico de semillas entre otros (Feldmann et al., 1994a, Hernandez et al.,
1997). Las investigaciones para la propagacion in vitro de cafia de azicar comenzaron en Hawaii
en 1961 y desde entonces se ha convertido en una metodologia muy usada e importante para el
mejoramiento del cultivo (Zufiiga, 2012). Entre los factores mas estudiados actualmente para el
incremento de la proliferacién in vitro de plantas se encuentran: el sistema de cultivo, la densidad

de cultivo y el uso de inhibidores del crecimiento. Cuando se habla de sistemas de cultivo de
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plantas se refiere a tres grupos principales: el cultivo en medio semi-sélido; el cultivo en medio
liquido; y al cultivo en sistemas mas o menos automatizados. Desde hace varios afios se tienen
referencias del papel decisivo de estos factores en la respuesta morfogénica de las plantas durante
la micropropagacion (Jimenez, 2013).

Dentro de estas técnicas del cultivo de tejidos la produccién de vitroplantas via organogénesis,
constituye la forma mas utilizada para estos fines, se define como un conjunto de técnicas que
permiten el cultivo en condiciones asépticas de érganos, tejidos, células y protoplastos, utilizando
medios nutritivos elaborados artificialmente (Jiménez y de Feria, 1998). En 1970 comienza la
propagacion masiva en Cuba para lo cual se construyeron cerca de 200 mil vitroplantas al afio, sin
embargo, la primera Biofabrica no se establecié hasta 1987 y para 1993 habia un total de 14 de
estas instalaciones distribuidas por todo el pais, cuya segunda especie vegetal mas reproducida
es la cafia de azlcar con el objetivo de rejuvenecer y sanear variedades comerciales, garantizar
la introduccion de variedades nacionales y disminuir los altos costos de producciéon masiva de
plantas (Levin et al., 1988), no obstante son necesarios métodos mucho mas eficientes (Lorenzo
et al., 1999).

La introduccién, empleo y mejoramiento en la automatizacion ademas de reducir los costos de
produccion, minimiza la manipulacion del material vegetal lo que contribuye en gran medida a la
calidad final de las plantas (Bernal et al., 2002). Otro método es la embriogénesis somética (ES),
proceso que implica la formacion de embriones a partir de células vegetales (Vifias y Jiménez,
2011), que en cafia de azUcar se logra incrementar los coeficientes de multiplicacion, la obtencion
de semillas artificiales y permite el empleo de biorreactores para automatizar los procesos (Freire,
2001, Montes, 2010). Los embriones somaticos in vitro pueden provenir de células que pasaron
por un proceso de desdiferenciacion, como en callos o suspensiones celulares, en lo que se
conoce como ES indirecta o, sin pasar por ese proceso de desdiferenciacion, en lo que se
denomina ES directa (Von Arnold, 2008). En este sistema se garantiza el contacto en todo
momento con el material vegetal lo que favorece la absorcion de nutrientes y la estimulacion del
coeficiente de crecimiento ademas del control computarizado sobre todo el proceso lo que ofrece
mayores facilidades para el monitoreo y la modificacion de las condiciones microambientales del
biorreactor (Jiménez, 1998). No obstante, es una tecnologia costosa y existe poco conocimiento
sobre los pardmetros reguladores de este proceso ademas que es limitado el nimero de especies

en las que se reporta una embriogénesis eficiente (Vifias y Jiménez, 2011).
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Las diversas técnicas del cultivo de tejidos vegetales in vitro se fundamentan en la totipotencia
celular y consisten en cultivar un explante aséptico en un medio artificial de composicién quimica
definida e incubado en condiciones ambientales controladas y su objetivo final es regenerar una
planta completa a partir de un explante, ya sea via organogénesis o embriogénesis somatica
(Neumann et al., 2009, Rangel et al., 2016). Okamura (1991) informé del desarrollo de un sistema
mejorado para la embriogénesis somatica de la alfalfa (Medicago sativa L.). La técnica involucra
la formacibn de embriones soméaticos a partir de callos cultivados en medio semi-sélido.
Posteriormente, los callos se pasan para medio liquido y se agitan con el objetivo de separar los
embriones. Ademas de la separacién de los embriones, el medio liquido permite la evaluacion y
aislamiento de los genotipos capaces de regenerarse, mediante la determinacién del numero de
embriones formados. Después del desarrollo en medio liquido, los embriones maduros en estado
de torpedo se colocan nuevamente en medio semi-sélido para la conversion en plantas. Con el
uso de la secuencia semisélido-liquido-semisélido, el autor logré el aislamiento de un clon
mejorado que es capaz de producir un nimero mayor de embriones facilmente convertibles en

plantas.

La decision sobre qué estado fisico del medio de cultivo emplear (semi-solido o liquido) parece
estar estrechamente vinculada con el cultivo en particular y el proceso de regeneracion con el que
se trabaje (Meker, 1977). Epp (1987) refiere que la proliferacién de algunas especies de Tillandsias
es superior en medio semi-sélido en comparacion con el medio liquido. Por otra parte, Ziv y Ariel
(1991) desarrollaron un sistema de cultivo para la micropropagacion de helechos. En cultivos en
agar, los apices mostraron un gran crecimiento foliar, pero en medio liquido, el desarrollo de las
hojas es limitado. Los cultivos en medio liquido produjeron agregados de meristemoides, los que,
al separarlos mecéanicamente, se desarrollaron como plantas normales después del paso a la
aclimatizacion. Escalona et al. (1999), indican la superioridad del medio liquido para la proliferacion
de la pifia en comparacion con el medio semi-sélido. Otros autores han sefialado las ventajas del
cultivo en medio liquido para la formacion de brotes (Harris y Mason, 1983), el crecimiento de los
mismos (Skidmore et al., 1988), y en la embriogénesis somatica (Gawel y Robacker, 1990). La
ausencia de gelificantes incrementa la disponibilidad de agua y sustancias disueltas para los
explantes (Debergh, 1983). Por otra parte, Jiménez (1995) sefala que la multiplicacion de brotes
de cafia de azucar es similar en los medios solidificados con agar y en los medios liquidos. Lal y
Singh (1993) informan de la superioridad de los medios liquidos (agitacion y estaticos) en la
proliferacion de la cafia de azucar en comparacion con los medios gelificados. Dichos autores

destacan también el incremento de la masa fresca de los explantes.
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Dentro de los experimentos con medio liquido, también se refieren ventajas de la agitacion en
comparacion con los cultivos estaticos para la micropropagacion de Ananas comosus L. (Mathews
y Rangan, 1979). Jiménez (1995), hace mencién a la disminucion el coeficiente de multiplicacion
de la cafa de azUcar en subcultivos continuos en medio liquido. Por ello, el autor recomienda su
uso en los dltimos subcultivos de la etapa de proliferacion, esto tiene un efecto adicional sobre los
costos de produccién porque aumenta la eficiencia de los operarios en una etapa donde se
manejan grandes cantidades de plantas. Aungue el uso del medio liquido para la propagacion en
gran escala de plantas permite el empleo de biorreactores y la mecanizacion del proceso, la
micropropagacién comercial usa ampliamente los medios semi-sélidos. Los obstaculos principales
para el uso del medio liquido son: la susceptibilidad de las plantas al estrés de corte en los
biorreactores, y la hiperhidricidad de los micropropagulos obtenidos en el medio liquido (Herman,
1995, Alvarenga y Salazar, 2015). Sin embargo, una serie de investigadores tienen mas éxito con
los cultivos en medio liquido, algunos han disefiado aparatos automéaticos para la
micropropagacion que eliminan las desventajas del medio liquido y otros han empleado
retardantes del crecimiento para evitar la hiperhidricidad.

De las etapas de la micropropagacion, la multiplicacion se considera la etapa mas importante del
proceso, donde se debe garantizar la propagacion de los brotes y la estabilidad genética de las
plantas producidas. El objetivo de esta fase es la produccion del mayor numero posible de brotes
a partir de los propagulos establecidos. En esta etapa los brotes se separan en condiciones
estériles y se cultivan nuevamente en medio fresco para inducir nuevos brotes, operacién que se
repite hasta lograr la cantidad de plantas deseada. Para garantizar la maxima estabilidad genética
de las plantas obtenidas in vitro, los brotes deben multiplicarse durante un nimero definido de
subcultivos manteniendo un coeficiente de propagacion estable a través del tiempo. A medida que
aumenta el nuimero de subcultivos existe una tendencia a incrementar el coeficiente de
multiplicacién. Sin embargo, después de un niumero determinado de “n” subcultivos, el coeficiente
de multiplicacion se afecta, con tendencia a disminuir, ocasionando la aparicién de variaciones

genéticas in vitro, también llamadas variaciones somaclonales (Humberto et al., 2014).

Las técnicas de cultivo in vitro son herramientas valiosas para el desarrollo de investigaciones
basicas y aplicadas como el mejoramiento genético, la conservacion de germoplasma,
transformacién genética y produccion de plantas haploides, entre otras (Rangel et al., 2016). Las

principales ventajas de este método, comparado con los medios tradicionales de propagacion,
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son: la posibilidad de multiplicacion en gran escala de variedades seleccionadas con elevada
pureza genética y fitosanitaria, en periodos de tiempo y espacio fisico reducidos (Angeles et al.,
2013), sin interrupcion estacional, la rapida disponibilidad y validacion de nuevos materiales
obtenidos en programas de mejoramiento genético (Peres et al., 2008) y la capacidad de
automatizacion en algunas etapas del cultivo in vitro reduciendo la mano de obra, facilitando el
escalado e incrementando la eficiencia biolégica y la productividad en campo de las especies

propagadas (Jimenez, 2013).
2.5 Biorreactores de Inmersién Temporal

En el ambito del cultivo in vitro de tejidos vegetales, el término biorreactor hace referencia a
equipos de caracteristicas muy diferentes y no siempre se emplea con el mismo significado. Por
una parte, incluye cualquier tipo de envase utilizado en la produccién de biomasa, a pequefa o a
gran escala independientemente de su complejidad técnica, como el cultivo en matraces
Erlenmeyer, las placas Petri y otros envases de uso habitual en laboratorio. En otras ocasiones,
el término alude a equipos complejos que permiten registrar y controlar pardmetros fisico-quimicos
del medio de cultivo con el fin de optimizar los crecimientos cualitativa o cuantitativamente
(Jimenez, 2013). Estos biorreactores en un principio se usaron para el cultivo de microorganismos
y con posterioridad se han ido adaptando para su utilizacion en el cultivo de tejidos vegetales y
sobre todo en la produccion de metabolitos secundarios (Preil, 2005). Estos sistemas presentan
algunos inconvenientes como son la capacidad de intercambio gaseoso con el exterior, el
porcentaje de oxigeno disuelto, el nivel de agitacion y la presencia de etileno y otros gases; esto
se debe a que son empleados con frecuencia envases parcial o herméticamente sellados para
evitar la contaminacién y deshidratacion, con lo que la renovacion de gases depende del paso de
los mismo a través del sistema de cierre. La interrupcion del flujo de gases durante unas pocas
horas (h) determina la afectacién de los procesos de crecimiento, desarrollo (Lowe et al., 2003) y

muerte celular (Jackson, 2003).

Entre ellos se encuentran tres grupos principales: biorreactores de nebulizacién, biorreactores de
soporte fijo y sistemas de inmersion temporal. Woo y Park (1993) disefiaron un biorreactor de
nebulizacion, este utiliza un transductor ultrasénico conectado a un nebulizador para producir una
neblina que contiene la solucion de nutrientes, la cual se libera en el interior del biorreactor por un
flujo de aire. Robacker y Simonton (1992) describieron un aparato para el cultivo en medio liquido
de Amelanchier x grandiflora con el uso de una computadora que variaba la exposicion de los
explantes al medio. Los explantes permanecian en una plataforma perforada que se encontraba

fija en el fondo del recipiente de cultivo. El medio era bombeado hacia el contenedor de plantas y
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extraido de acuerdo con un cronograma preestablecido. Los autores sefialaron la obtenciéon de
una alta proliferacion cuando los cultivos se mantuvieron continuamente en contacto con el medio
en las etapas iniciales y esto se redujo con el cursar del ciclo del cultivo. La micropropagacion o
clonacion in vitro permite la obtencion masiva de material vegetal rejuvenecido con alta calidad
genética y fitosanitaria bajo condiciones asépticas y controladas. En cafia de azlcar se han
realizado diversos estudios para su micropropagacion; sin embargo, aun cuando los protocolos
son eficientes y reproducibles, los altos costos de produccién causados principalmente por la mano
de obra y agentes gelificantes de los medios de cultivo, siguen representando un problema para

gue esta tecnologia sea rentable (Caamal y Bello, 2014).

Una alternativa en la micropropagacién de plantas es el empleo del Sistema de Inmersién
Temporal (SIT), basados en el contacto intermitente del medio de cultivo con los explantes, lo cual
facilita el desarrollo de los procesos a gran escala, reduce los costos de produccién y genera un
aumento de la productividad del material propagado. Consiste en el cultivo de células, tejidos u
organos expuestos de manera temporal a un medio de cultivo liquido en biorreactores
semiautomatizados bajo condiciones asépticas y controladas; es decir, son recipientes disefiados
especificamente para la produccion a gran escala de estos elementos (Levin y Tanny, 2004). El
cultivo en inmersion temporal puede constituir una alternativa de micropropagacion a corto plazo,
mientras a largo plazo se logran vencer los obstaculos biol6gicos que permitan la obtencion
eficiente de plantas y embriones sométicos en biorreactores (Alvarenga y Salazar, 2015). Para
desarrollar un método de micropropagacion eficiente en sistemas de inmersién temporal es
esencial optimizar los parametros técnicos para cada cultivo, siendo el tiempo y la frecuencia de
inmersion los parametros mas criticos del sistema (Vilchez et al., 2011). El esquema general esta
compuesto por dos frascos de cultivo, uno para el crecimiento de los brotes y el otro como
reservorio del medio de cultivo, ambos conectados entre si por medio de una manguera a través
de la cual el medio de cultivo se mueve impulsado por la presién generada por un temporizador
programable en el cual se especifica el tiempo y la frecuencia de inmersion y regulado mediante

la apertura o cierre de electrovalvulas (Alvarenga y Salazar, 2015).

En micropropagacion utilizando biorreactores se informa de la facilidad en la produccion y manejo
de un mayor numero de plantulas, la estimulacién de la tasa de crecimiento por la aireacion
forzada, asi como por la supresién de la dominancia apical, que induce la estimulacion de
crecimiento de brotes laterales, lo que representa una ganancia en cuanto a cantidad y calidad de

material in vitro disponible, lo que adquiere ain mas relevancia cuando se trabaja con especies
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de dificil manejo en laboratorio, haciendo indispensable la implementacion de tratamientos
eficaces (Alvarenga y Salazar, 2015). La utilizacion de biorreactores convencionales presenta
problemas relacionados basicamente con la hiperhidricidad, uno de los efectos més negativos del
cultivo en medio liquido, que se pueden eliminar manejando adecuadamente los tiempos de
inmersion del cultivo (Berthouly y Etienne, 2002) , razon por la cual los sistemas de inmersion
temporal son alternativas convenientes para la micropropagacion, estos aplican ciclos
discontinuos de nutrientes, y permiten aprovechar las ventajas del medio liquido reduciendo sus
inconvenientes, al reducir el contacto del material vegetal con el liquido y favorecer la aireacion

del mismo (Jimenez, 2013).

Probablemente el incremento en el nimero de brotes que se presenté con el empleo de los
sistemas de inmersién temporal se relacione con el sistema de ventilacion, ya que cada vez que
el sistema inyecta aire al recipiente de cultivo durante la fase emergida se produce un intercambio
de gases, especialmente de CO. y etileno que se volatilizan, estos gases inhiben la multiplicacion
de brotes en muchas especies; por lo que, al realizarse un mayor niumero de inmersiones al dia
se favorece la ventilacion y el intercambio de gases como el etileno y el CO; que al acumularse
limitan la multiplicacién de los brotes, razén por la cual es indispensable determinar la frecuencia
de inmersion adecuada para cada especie. Autores aseguran que el tiempo de la fase de inmersién
es muy importante, ya que determina la tasa de absorcibn de nutrientes y controla la
hiperhidricidad (Alvarenga y Salazar, 2015). Este parametro es controlado por un programador
conectado a la bomba neumética y a unas electrovalvulas en los sistemas de inmersién completa
sin renovacion del medio, de esta forma se pone en contacto el liquido almacenado en el reservorio

con el material vegetal localizado en otro recipiente (Berthouly y Etienne, 2002).

En gran nimero de especies se ha reportado la produccion de mayor nimero de propagulos con
el empleo de medios liquidos, ya que en este sistema los explantes estan en contacto directo con
el medio de cultivo, lo que incide en que la toma de nutrientes sea mas efectiva; por otra parte, las
sustancias de desecho se secretan al medio liquido por lo que afectan en menor medida al
explante. En el cultivo in vitro en medio liquido en un biorreactor de columna de burbujeo se
determind un incremento en masa fresca de los brotes, en comparacién con tratamientos utilizando
matraces en agitacion (Alvarenga y Salazar, 2015). Por el contrario, los cultivos en medio liquido
presentan rasgos severos de este desorden fisiol6gico. Estos han demostrado ser una herramienta
eficaz para la micropropagacion de diferentes especies vegetales de importancia econémica como

banano (Basalil et al., 2012), malanga (Santos, 2008), papa (lgarza et al., 2014) entre otros. En
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cafia de azucar, Lorenzo et al. (2001) emplearon biorreactores de inmersioén temporal para estudiar
el coeficiente de multiplicacion, ademas de otros parametros bioguimicos como la excreciéon de
fenoles al medio de cultivo, el nimero de brotes y la masa fresca. Los cultivos liquidos a gran
escala se han usado para la micropropagacion mediante organogénesis 0 embriogénesis somatica
y Su uso representa una medida para disminuir los costos de produccién al no emplearse agentes
gelificantes (Vilchez et al., 2011). El problema mas importante en relacién al uso de medios de
cultivo liquidos es la hiperhidricidad la cual conduce a malformaciones morfogénicas (Santos,
2008).

El sistema BIT® fue desarrollado en el Centro de Bioplantas de Ciego de Avila por Escalona et al.
(1998), este sistema se basa en dos envases de capacidad variable (de 250 mL a 10 L),
conectados por tubos de silicona. Mediante la aplicacion de presién de aire en uno u otro sentido
se hace pasar el medio liquido de un envase a otro que contiene los explantes. La inmersion
temporal generalmente mejora la calidad del material vegetal respecto al obtenido con sistemas
tradicionales de cultivo in vitro, incrementa el vigor de los tallos y aumenta la frecuencia de
embriones soméaticos morfolégicamente normales. Muchos autores han descrito aumentos en los
coeficientes de multiplicacion, la supresion de los fendmenos de hiperhidricidad y mejoras en la
sincronizacion, maduracion y la oxidacion en los embriones somaticos (Jimenez, 2013). Los BIT
constituyen una herramienta importante para la multiplicacién de la cafia de azlcar, permiten la
obtencion de altos coeficientes de multiplicacion superiores a los que se alcanzan por los sistemas
tradicionales de cultivo in vitro con reduccién de los costos de produccion (Lorenzo et al., 1998,
Alvarenga y Salazar, 2015). Los BIT se colocan en estantes, la distribucion de aire desde el
compresor a los frascos es través de una conexion de equipo neumatico de alta precision. Cada
piso en el estante tiene un panel de luz (blanca fluorescentes) que garantizan intensidad luminica
de 40-50 ymol'-m-2-s-1. La frecuencia y el tiempo de inmersion se controlan a través de un
Controlador Légico Programable (PLC) o bien con temporizadores digitales. Segun el tiempo
programado, se abre una valvula y el aire proveniente del compresor impulsa el medio de cultivo
hacia el frasco que contiene los explantes. Durante el periodo de inmersion, el flujo de aire permite
el burbujeo del medio, remueve los explantes y cambia la atmosfera dentro del recipiente de
cultivo. Pasado el tiempo de inmersion, se activa una segunda valvula y se regresa el medio al

recipiente de almacenamiento (Humberto et al., 2014).
2.6 Bioensayos para la seleccién temprana de la tolerancia de las plantas a la salinidad

Existen numerosas vias para lograr la obtencion de variedades tolerantes a la salinidad, que van

desde la seleccién natural de clones tolerantes a estrés salino, la mutagénesis (busqueda de
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nuevos somaclones mutantes resistente a este estrés utilizando las numerosas técnicas del cultivo
in vitro), hasta las novedosas técnicas de la ingenieria genética para la obtencion de organismos
transgénicos con caracteristicas halofiticas. A menudo se combinan estos métodos para lograr el
proposito deseado. En particular, el avance en el empleo de estas técnicas de la biologia molecular
ha permitido dilucidar genes involucrados en las diferentes rutas metabodlicas que con frecuencia
convergen en respuestas a distintos factores estresantes como la salinidad, sequia entre otros
(Zhu, 2001). La induccién de variaciones genéticas por diferentes métodos y técnicas es una
herramienta basica en manos de los mejoradores de plantas para el desarrollo de nuevos
cultivares con tolerancia al estrés abibético, resistencia a plagas y enfermedades y el mejoramiento
de la calidad y el rendimiento agricola (Bermudez et al., 2016). Un factor fundamental que ha
limitado la mejora genética para la obtencién de variedades tolerantes a salinidad ha sido el
caracter poligénico de la tolerancia al estrés salino (Ashraf y Harris, 1994). Por métodos de mejora
genética tradicional, como la seleccion natural y cruzamientos, se han obtenido variedades o lineas
mas productivas para condiciones de salinidad en cultivos como alfalfa, arroz, cebada, sorgo,
tomate y trigo. Este proceso de mejora ha tenido éxito dependiendo de la variabilidad genética y
la heredabilidad para el caracter de tolerancia del cultivo (Leidi y Pardo, 2002).

La obtencidon de una muestra amplia de germoplasma con diferencias genéticas potenciales en
cuanto a tolerancia a salinidad es posible a través de colecciones internacionales que estan
disponibles para cualquier investigador. Sin embargo, las principales dificultades estan en cémo
medir la tolerancia a la salinidad por su complejidad (Hanin et al., 2016). Ademas, las evaluaciones
de campo son complejas por las dificultades para controlar o estandarizar los factores ambientales
y generalmente requieren areas extensas para las evaluaciones. La seleccién de aquellas
variedades azucareras que produzcan la mayor cantidad de azlUcar por unidad de area es un
objetivo de trabajo prioritario para muchos paises productores de azlcar, empefiados en lograr
mayores beneficios econémicos en la explotacion del cultivo. Actualmente se requiere contar con
variedades de elevado rendimiento durante diferentes épocas del afio y adaptadas a las
condiciones agroecolégicas de cada zona, para elevar los niveles de produccién (Chiang et al.,
2018). Se han usado varias técnicas novedosas bajo variadas condiciones de estrés por ejemplo
las altas temperaturas, para mejorar el comportamiento de plantas de maiz de zona templada a
las mismas (Farzami-Sepehr y Ghorbanli, 2002). Por otra parte se ha usado la polinizacion in vitro
donde se encuban las mazorcas a temperaturas entre 28 y 38 °C (Petolino et al., 1992). Las plantas
derivaron de granos que sobrevivieron a cada tratamiento y se evaluaron en una estacion cuando

las temperaturas variaron entre 26 y 32 °C durante la floracion y el llenado del grano. La progenie
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de la seleccion de las altas temperaturas produjo mas granos y sufri6 menos vuelco y la
germinacion del polen de las progenies seleccionadas fue menos afectada por las altas
temperaturas. En un estudio sobre el tema, se encontré6 poca variabilidad genética para la
tolerancia a las inundaciones en cultivares de zona templada. Los genotipos tropicales exhiben
una mayor variacion y nueve germoplasmas mostraron altos niveles de tolerancia que sobreviven

a una inundacion de cinco a seis dias a 27 °C (Lemke Keyes y Sachs, 1989).

Por otra parte, en estudios recientes algunos autores informan que las modificaciones en el
suplemento de nutrientes es una de las formas de reducir los efectos negativos de la salinidad
sobre el crecimiento de las plantas, por tanto, la tolerancia a la salinidad puede ser alterada a
través de la nutricion mineral (Tabatabaei y Fakhrzad, 2008). Mientras el sodio (Na*) resulta
perjudicial para el crecimiento de las plantas, el potasio (K*) es uno de los elementos esenciales y
es requerido por la planta en grandes cantidades. Como las proteinas transportadoras de Na* y K*
son comunes, el Na* compite con el K* por el influjo extracelular (Niu et al., 1995, Yang et al.,
2009). Numerosos sistemas transportadores de K* presentan gran afinidad por el Na*, por lo que
las elevadas concentraciones externas de Na* tiene impacto negativo en al influjo extracelular de
K*. La aplicacion exdgena de K* para aliviar el estrés salino en las plantas ha sido bien
documentada y permite la seleccion de genotipos mas tolerantes al estrés salino (Achilea, 2002,
Ramachandra y Ravishankar, 2002, Mishchenko et al., 2007, Tzortzakis, 2010, Lorenzo et al.,
2013).

De la misma forma, estd ampliamente establecido que el calcio (Ca?*) disminuye la toxicidad por
Na* en una variedad de especies (Wu y Wang, 2012). El suplemento externo de Ca?* reduce los
efectos toxicos del NaCl, presumiblemente por facilitar el incremento de la selectividad K*/Na* (Liu
y Zhu, 1998). Elevada salinidad provoca incremento de Ca?* en el citosol que es transportado tanto
del apoplasto como de los compartimentos intracelulares (Knight et al., 1997). Este transitorio
incremento del Ca?* citosdlico inicia una cadena de transducciéon de sefiales del estrés que
conduce a la adaptacién salina. La busqueda relacionada con la identificacion de genes
involucrados en proporcionar la tolerancia a la salinidad comenz6 por Liu y Zhu (1998), quienes
analizaron numerosos mutantes e identificaron genes SOS (del inglés salt overly sensitive). La
ruta SOS consiste en la exclusion del exceso de iones Na* fuera de la célula via contratransporte
sodio / hidronio (H*) de la membrana citoplasmatica y ayuda a recuperar la homeostasis i6nica
celular. El descubrimiento de los genes SOS preparé el terreno para la elucidacién de la novedosa

ruta que vincula la sefializacion del Ca?* en respuesta al estrés salino (Zhu, 2001).
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La acumulacion de determinados metabolitos y los cambios en la actividad de enzimas
antioxidantes, como la catalasa y la peroxidasa, se relacionan con las potencialidades de una
planta para contrarrestar el efecto nocivo de la salinidad en los diferentes procesos fisiolégicos y
morfoldgicos, estos pueden servir de marcadores para la seleccion de plantas tolerantes (Fuentes
et al., 2008). Por lo tanto el incremento en la capacidad de eliminacion de estas ERO por parte de
la planta se considera indicador de tolerancia, mientras que la ausencia de respuesta o una
disminucion respecto a la del control, se considera signo de sensibilidad (Gabriel et al., 2013). En
estos procedimientos a menudo se emplea la Dosis Reductiva Media (DR50) (dosis que reduce el
crecimiento en un 50 %) (Salazar et al., 2014) y su contraparte, la Dosis Letal Media (DL50) (dosis
en la que el 50% del material vegetal tratado muere) no se emplea en estos casos (Bermudez et
al., 2016). Tiene innumerables aplicaciones en el campo de la ciencia como uno de los métodos
mas utilizados en el mudo para determinar las dosis 6ptimas para reducir cualquier variable
dependiente al 50 % de su valor, manipulando el factor independiente. Algunas de sus aplicaciones
en los dltimos afios fueron: el método descrito por Lorke (1983) utilizado para determinar la
influencia de la colecta sobre la composicion quimica del frijol asi como la capacidad citotéxica de
los péptidos generados de la hidrélisis enzimatica del aislado proteico (Martinez et al., 2016).

La DR50 fue utilizada ademas para establecer la dosis 6ptima de radiacion a aplicarse a explantes,
en la que se toma aquella capaz de permitir la supervivencia del 50% de los explantes y
seguidamente, se procede al establecimiento de la DL50 en medios con Polietilenglicol (PEG
8000) para seleccionar los explantes que muestren indicios de tolerancia (Salazar et al., 2014).
Bolte et al. (2016) lo utilizaron para la evaluacion letal de la sequia, empleando un umbral critico
de disponibilidad de agua en el suelo que se alcanza cuando se produce una mortalidad del 50%
en las poblaciones de plantulas. Ademas, la dosis 6ptima determinada fue basada en la reduccion
en los parametros de supervivencia y crecimiento para crear la maxima variabilidad con un nimero
minimo de mutantes indeseables. Estas dosis de mutagenos éptimas podrian ser Utiles al formular
el programa de mejoramiento de la mutacién de cultivos para mejorar los rasgos especificos de
los mismos (Kangarasu et al., 2014). Debido a la complejidad de los mecanismos de tolerancia a
la salinidad es importante la investigacion de las respuestas al estrés salino en plantas con
diferentes niveles de tolerancia, pero con similares fondos genéticos. Este enfoque puede ayudar
a establecer cudles de las respuestas observadas son generales y esenciales para la tolerancia a
la salinidad, y cuales no (Vicente et al., 2004). A pesar de las investigaciones realizadas que

generan infinidad de informacion de diversos fendmenos claves en la tolerancia al estrés, no estan
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totalmente dilucidados los mecanismos de accion. Las prioridades seran conocer las bases
fisiologicas y bioguimicas de la respuesta de las plantas a estreses abid6ticos. El conocimiento de
las mismas es de particular interés en el desarrollo de métodos y estrategias que conduzcan al
mejoramiento de la tolerancia de estas plantas al estrés hidrico, salino, altas temperaturas y
encharcamiento.
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9. MATERIALES Y METODOS
Generalidades

El trabajo experimental se desarroll6 en el Laboratorio de Mejoramiento Genético del Centro de
Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila (UNICA) donde se determinaron los efectos del
NaCl (como factor de estrés abidtico y potencial inductor de metabolitos de plantas), en la
micropropagacién de la cafia de azUcar en BIT. Los meristemos de cafia de la variedad (cv. C-
1051-73) procedentes de plantas cultivadas en campo se cultivaron siguiendo el protocolo de
Jiménez et al. (1995). Las plantas de cafia de azUcar cultivadas in vitro se subcultivaron cuatro
veces para usarlas como explantes. Los subcultivos se realizaron a intervalos de 30 dias. Cada
determinacion bioquimica partié de tres muestras independientes que fueron agrupadas (100 mg
cada una) y finamente maceradas (0,1 g) en nitrégeno liquido, se mezclaron con 1,4 mL de agua

destilada y se agitaron ligeramente.

Se implementaron los BIT descritos en la Figura 1. Se utilizé el medio de cultivo empleado por
Jiménez et al. (1995) modificado por Lorenzo et al. (1998) compuesto por: sales inorganicas MS
10 mg L*? y vitaminas MS 10 mg L ; 100 mg L inositol (Murashige y Skoog, 1962); 30 g L*
sacarosa, 0.3 mg L 6-benciladenina y 1.0 mg L paclobutrazol. Se suplementaron con diferentes
niveles de NaCl al medio de cultivo al principio del subcultivo: 0, 50, 100, 150, 200 mM. Cada
tratamiento involucro tres biorreactores (5 explantes/biorreactor). Los cultivos se mantuvieron a 25
+ 1 °C; 30 umol m2s? (luz fluorescente) y fotoperiodo de 8 horas (8 h luz, 16 h oscuridad). A los
30 dias, se determino el coeficiente de multiplicacion de los brotes, la masa fresca de los clusters
y los niveles de malondialdehido (MDA), otros aldehidos, clorofilas a y b, carotenoides y
compuestos fendlicos (solubles en el material vegetal, unidos a la pared celular y presentes en el
medio de cultivo). Las muestras de tejido vegetal se obtuvieron de tres replicas independientes de
100 mg cada una (una por cada biorreactor). Al indicador coeficiente de multiplicacion se le
determind la Dosis Reductiva Media, para lo cual se siguié la metodologia empleada por Salazar
et al. (2014).

Todos los datos de este estudio se evaluaron estadisticamente utilizando SPSS (Version 8.0 para
Windows, SPSS Inc., Nueva York, NY). Se evalu6 el efecto de cinco niveles del factor salinidad
en diferentes variables y se cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas. Se realizé un andlisis de varianza One-Way (ANOVA) y un test de Tukey (p = 0,05)
para localizar las diferencias estadisticas significativas. Los coeficientes globales de variacion

(CGV) se calcularon de la siguiente manera: (desviacion estandar/promedio) * 100. En esta
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formula, se consideraron los valores medios de los cinco niveles de NaCl comparados
(tratamientos) para calcular la desviacion estandar y el promedio. Por lo tanto, cuanto mayor sea
la diferencia entre los cinco tratamientos comparados, mayor es el CGV (Lorenzo et al., 2015). Los
CGV se clasificaron como “Bajos” de 17.33 a 43.64 %, “Medios” de 43.64 a 69.94 %, y “Altos” de
69.94 a 96.25 %.

Bomba de aire

A
&5y

Valvula del regulador

— I-\’)m-ﬁQ

Valvula del solenoide

Filtro de aire hidrofébico
(0.2 um) (MIDISART 2000)

<~IH®

mM NacCl 50 mM NacCl 100 mM NacCl

200 mM NaCl

5cm

150 mM NacCl A

Paso 1: Transferencia del medio de Paso 2: Transferncia del medio de

cultivo desde el contenedor de cultivo del contenedor de la planta

medio de cultivo hasta el hasta el contenedor de medio de B
contenedor de la planta. cultivo.

Figura 1. A Disefio del Biorreactor de Inmersién Temporal y brotes tipicos pruducidos. B Modo de
operacion de un Biorreactor de Inmersion Temporal. Se efectuaron inmersiones (de 2 minutos)

cada 3 horas durante 30 dias.
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3.1 Determinacion del efecto del cloruro de sodio en el coeficiente de multiplicacion de los

brotes y en la masa fresca de los clusters

El coeficiente de multiplicacion se determind segun el numero de brotes. Una vez culminado el
periodo experimental se procede a separar los brotes de cada cluster, para ello se empleé al
personal especializado en esta operacion. El conteo lo llevd a cabo la misma persona para
disminuir lo mas posible el error debido a la manipulacion y el conteo. Para determinar la Dosis
Reductiva Media (50 % de reduccion del coeficiente de multiplicacion) se determiné el coeficiente
de multiplicacion maximo para la concentracion de 0 mM (dosis minima) y el coeficiente de
multiplicacién minimo para 200 mM (dosis maxima) de cada uno de los tratamientos de forma
independiente. El valor donde se alcanza el 50% del coeficiente de multiplicacion se calculé por la
siguiente férmula: Min.+ ((Max-Min) /2). Para determinar la masa fresca se empleé la balanza
analitica SARTORIUS modelo 180227 en la cual se pesaron los clusters procedentes de cada BIT

de forma independiente.

3.2 Determinacion del efecto del cloruro de sodio en los niveles de malondialdehido y otros
aldehidos, clorofilas a, b; carotenoides, fenoles solubles, ligados a las paredes celulares y

excretados al medio de cultivo

Las clorofilas se cuantificaron segin Porra (2002). Al material vegetal, que se maceré
previamente en nitrégeno liquido, se le adicionaron 0,5 mL de acetona al 80% (v:v). Las muestras
se centrifugaron (Heal Force, Neofuge 15R, immobile angle, 14086.8 x g) a 4°C durante 15
minutos. Se colectd el sobrenadante y se midié la absorbancia a 647 nm y 664 nm (RAYLEIGH,
VIS-723 G). El contenido de clorofilas se expresé en ug-g* masa fresca y se calculé segun las
férmulas:

Cl a=12.25AbSsgeanm — 2.55AbSe470m

Cl b= 22.31Abses7nm — 4.91AbSesanm

Cl a+b=17.76 AbSes7nm + 7.34AbSesanm

Los niveles de carotenoides se determinaron segun Lichtenthaler (1987). El procedimiento de
preparacion de las muestras es muy similar al utilizado para la determinacion de clorofila. Se
empled acetona al 80%(v/v), se desarrollé protegido de la luz y las muestras permanecieron a
bajas temperaturas, y se midio la absorbancia a 470 nm. El malondialdehido y otros aldehidos
se cuantificaron como se describe en Heath y Packer (1968) por el método colorimétrico basado
en la reaccion con &cido tiobarbiturico: se adicionaron 1,5 mL de acido tiobarbitarico 0,5% (v/v; en
acido tricloroacético 20% v/v) y las muestras se cultivaron en un bafio termostatado a 100°C

durante 25 minutos. Luego de enfriarlas en hielo, se centrifugaron a 756 rpm (Heal Force, Neofuge
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15R, immobile angle, didmetro del rotor 18 cm) por 10 minutos. Se midio el sobrenadante en un
espectrofotémetro UV visible Pharmacia LKB-Ultroespec Il (Asss nm, Asz, nm). La absorbancia no
especifica del producto de la reaccion se midié a 600 nm y se sustrajo de la absorbancia maxima
a 532 nm para las mediciones del malondialdehido y a 455 nm para otros aldehidos. Los resultados

se expresaron en nmol g* de masa fresca.

Los fenoles (solubles en el material vegetal, unidos a la pared celular, y excretados al medio de
cultivo) se determinaron segun Gurr et al. (1992), se extrajeron y cuantificaron usando un
espectrofotbmetro (UV visible Pharmacia LKB-Ultroespec Ill) por el método colorimétrico basado
en la reaccion con el reactivo de Folin-Ciocalteu (mg equivalentes de acido galico por g de masa
fresca); las muestras de hojas de 0,1 g se maceraron en nitrégeno liquido y luego se adicion6 0,5
mL de metanol, luego se agitaron en un vortex y se centrifugaron a 12000 rpm (Heal Force,
Neofuge 15R, immobile angle, didmetro del rotor 18 cm), durante 15 minutos. Al precipitado se le
realizaron dos ciclos de extraccién con metanol, con 250 mL cada uno hasta completar 1 mL de
extracto, el sobrenadante se colectd y se consideré como la reaccion para los fenoles solubles. El
precipitado se incub6 con 0,25 mL de hidréxido de sodio 2 mol L* durante 16 horas a 70°C, se
adicion6 0,25 mL de &cido clorhidrico (2 mol L?) después de la incubaciéon. Las muestras se
centrifugaron a 12000 rpm (Heal Force, Neofuge 15R, immobile angle, didmetro del rotor 18 cm),
durante 15 minutos. El precipitado se descart6 y el sobrenadante se consideré como el reservorio

de los fenoles ligados a las paredes celulares.

Con el objetivo de cuantificar los niveles de fenoles solubles y ligados a las paredes celulares, 20
ML del sobrenadante se mezclaron con 980 uL de agua destilada. Se adicionaron 100 uL del
reactivo fendlico de Folin-Ciocalteu y las muestras se incubaron durante 5 minutos. Se adicioné
bicarbonato de sodio (600 pL, saturado con hidréxido de sodio 0.1 mol L) y transcurridos 60 min,
se determind la absorbancia a 725 nm con espectrofotbmetro UV visible Pharmacia LKB-
Ultroespec. La excrecion de compuestos fendlicos se determiné usando una modificacion del
procedimiento de Hoagland (1990): Se mezclé medio de cultivo (0,5 mL) con 4,5 mL de agua
destilada y se afiadieron 0,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu (50 % v/v). Se agit6 la mezcla, se
dejo reposar durante 5 min y se afiadi6 1 mL de solucién saturada de carbonato de sodio. La
mezcla se agit6é de nuevo, se dejé reposar durante 60 min y se midio la densidad Optica a 725 nm.
La concentracion de fenoles se expres6 mg/g masa fresca de la hoja, y se determindé mediante

una curva de calibracion utilizando acido géalico como patron.
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10. RESULTADOS

4.1 Determinacion del efecto del cloruro de sodio en el coeficiente de multiplicacién de los

brotes y en la masa fresca de los clusters

En la Figura 2 se muestra el efecto del cloruro de sodio en el coeficiente de multiplicacién y la
masa fresca de la cafia de azUcar. El coeficiente méximo de multiplicacion (Figura 2A) fue de 33.91
(con 0 mM NaCl) y el minimo 3.28 (con 200 mM NacCl). Aproximadamente 89.48 mM de NacCl
redujo el coeficiente de multiplicacién a un 50 % cuyo valor fue de 18.6. Para este parametro se
obtuvo un coeficiente global de variacibn de 76.00 % clasificado como “Alto” lo que indica
heterogeneidad entre los datos por lo que el cloruro de sodio disminuyé la multiplicacion de brotes
paralelamente al incremento de la concentracion. La masa fresca (Figura 2B) experiment6 una
reduccién poco variable a concentraciones de NaCl inferiores a 100 mM aproximadamente, y una
mas significativa para valores superiores. El CGV fue de 60.12 % (“Medio”). Los mayores valores

de masa fresca se obtuvieron en el control.
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Figura 2. Efecto del cloruro de sodio en el coeficiente de multiplicacién de los brotes A y en la
masa fresca de los clusters B de la cafia de azucar durante la micropropagacion en biorreactores
de inmersion temporal. Los resultados con la misma letra no son estadisticamente diferentes (One-
Way ANOVA, Tukey, p>0.05).
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4.2 Determinacion del efecto del cloruro de sodio en los niveles de malondialdehido y otros
aldehidos, clorofilas a, b; carotenoides, fenoles solubles, ligados a las paredes celulares y

excretados al medio de cultivo

A nivel bioquimico se detectaron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos con
NaCl (Figura 3) pero los “Altos” coeficientes globales de variacién (CGV) solo se observaron en el
contenido de carotenoides en las plantas (Figura 3E) y de los compuestos fenélicos excretados al
medio de cultivo (Figura 3H). El coeficiente de multiplicacion (Figura 3A) y los niveles de
carotenoides (Figura 3E) y compuestos fendlicos excretados (Figura 3H) parecen estar
negativamente correlacionados ante la adicion de NaCl. El NaCl (0-200 mM) elevé los niveles de
carotenoides de 13.5 a 79.7 ug g* masa fresca (5.9 veces respecto al control); y los fenoles
excretados de 7.8 a 30.0 ug mL* medio de cultivo (3.8 veces respecto al control). Los indicadores
bioguimicos con valores “Medios” de CGVs también se incrementaron cuando fue impuesto el
estrés salino: contenido de malondialdehido (2.6 veces) (0.10 / 0.04 nmol g** masa fresca (Figura
3A); otros aldehidos (3.7 veces) (1.4 / 0.4 nmol g* masa fresca (Figura 3B) y fenoles solubles en
las plantas (2.8 veces) (4.4 / 1.5 ug g* masa fresca (Figura 2F). Aunque se detectaron diferencias
estadisticas significativas en los niveles de clorofila a (Figura 3C), b (Figura 3D) y fenoles ligados
a las paredes celulares (Figura 3G), sus CGVs fueron “Bajos” indicando un efecto pobre del NaCl

sobre los mismos.

30



o
—

0.12

CGV=66.37 %

S R
= o

N
o o O

(easayy
esew ; 8 jowu) soplyap|e so110

CGV=56.44 %

— cQ (s} <t [}
s S © 9o ¢
o o [w=] o

(easauy
esew ;.8 |jowu) oplyap|elpuojelp

o

o
o
(o]
o
[Tp)
—
= X
2 o
(o] m o
e = - O
— o N .m
1]
= T
=
3 8
o
[=] o [=] (=] (=] (=] o
< o~ o o0 o <t ™~
- - -
(eosauy esew ;8 8rl) q ejyouop)
(=]
T i
(=]
[¥a]
— 0
m X
g = @
(] = . 0O
© ) =
= ~ @©
N a
2 >
o O
o
o
L]
=] o o o =]
LN =] LN o ]
o] o] i —

(easauy esew 8 8rl) e ejyoso))

100 150 200

NacCl (mM)

50

100 150 200

NaCl (mM)

50

31



90

70

60 CGV=70.39 %
<0 Alto
40

30

Carotenoides (ug g masa fresca)

20

10

0 50 100
NacCl (mM)

I
N B o0 ® O

Fenoles unidos a las paredes celulares (mg
g ! masa fresca)
=
o

0 50 100

NaCl (mM)

o E

150

CGV=24.12%
Bajo

150

200

200

Fenoles solubles en el medio de cultivo

Fenoles solubles (mg g? masa fresca)

{ng mi)

40

35

30

25

20

15

CGV=48.35%
Medio

50 100 150 200
NaCl (mM)

CGV=96.25%
Alto

50 100 150 200
NaCl (mM)

Figura 3. Efecto del cloruro de sodio en los niveles de malondialdehido A y otros aldehidos B,

clorofilas a C y b D, carotenoides E, y fenoles solubles F, ligados a las paredes celulares G y en

el medio de cultivo H, durante la micropropagacion de la cafia de azlcar en biorreactores de

inmersion temporal. Los resultados con la misma letra no son estadisticamente diferentes (One-

Way ANOVA, Tukey, p>0.05)
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11. DISCUSION

5.1 Determinacion del efecto del cloruro de sodio en el coeficiente de multiplicacién de los

brotes y en la masa fresca de los clusters

El coeficiente de multiplicacion disminuy6 en todos los tratamientos donde el material vegetal
se expuso a condiciones de salinad por NaCl; el control no tratado no mostr6 afectaciones. Dicha
disminucion ocurrié en un 50 % para una concentracion de 89.48 mM NaCl. Resultados similares
fueron obtenidos por Al Hassan et al. (2016b) quienes realizaron un estudio comparativo entre dos
especies de plantas del género Juncus para determinar la mas tolerante a la salinidad en términos
de la inhibicién del crecimiento mediado por NaCl, en el cual el coeficiente de multiplicacion
disminuyé con la salinidad paralelamente al aumento de la concentracion de NaCl alcanzandose
el crecimiento 6ptimo con ausencia de sal, lo que coincide también con Boscaiu et al. (2013) los
gue estudiaron la acumulacién de prolina como marcador de tolerancia e informaron una reduccion
del crecimiento de alrededor del 83 % a concentraciones mayores de 300 mM. En el presente
estudio la concentracibn maxima empleada fue 200 mM NaCl, con la cual la reduccion
experimentada fue de un 89 %. Este comportamiento pudiera estar realcionado con la forma en
gue la planta redirecciona sus recursos, precursores metabdlicos y energia desde el metabolismo
primario y la acumulacion de biomasa, a la activacion de mecanismos de defensa especificos y a

potenciar la absorcién de agua y nutrientes a expensas del desarrollo (Sanjuan et al., 2015).

El estrés salino disminuye la toma de nutrientes (Chavez et al., 2015) debido a una compleja red
de interacciones que incluyen tanto la disminucién en la toma de nutrientes por las raices (en
plantulas ex vitro) como la inhibicion del transporte hasta la parte aérea (Abdelgadir et al., 2005,
Simoén, 2012). Disminuye la densidad y apertura estomatica (Huang et al.,, 2009), y la
concentracion de carbohidratos energéticos como hexosas, sacarosa y almidén (Arbona et al.,
2005). La Dosis Reductiva Media se determind en este parametro debido a que es el indicador
gue mostré mayor sensibilidad y se considera en la micropropagaciéon mediante biorreactores de
inmersion temporal como la respuesta fisiol6gica mas rapida de las células vegetales por las
propias ventajas de este método no convencional. Es uno de los métodos més utilizados en el
mundo para determinar las dosis Optimas para reducir cualquier variable dependiente al 50% de
su valor, manipulando el factor independiente. Se determiné basada en la reduccion en el
parametro més sensible (Coef.Multipl) para crear la maxima variabilidad con un nimero minimo
de mutantes indeseables. De manera que en la multiplicacién acelerada de los tejidos vegetales

de la cafa de azucar se reflejan los efectos directos de la salinidad. Con un valor de 89 mM NacCl,
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puede ser usada para inducir estrés salino durante la micropropagaciéon en BIT y eventualmente

detectar mutantes tolerantes a la salinidad (Salazar et al., 2014).

La salinidad causa una fuerte reduccion del crecimiento de la planta debido a los dos componentes
del estrés salino: estrés hidrico osméticamente inducido, (la concentracion de sales en el medio
afecta la toma de agua por la planta); y a la toxicidad idénica especifica originada por los iones
sodio y cloruro (Gregore et al., 2012). La inhibicion del crecimiento se ha informado para todas las
especies investigadas, tanto haléfitas como glicofitas (Al Hassan et al., 2016b). Al provocar una
alteracion del balance iénico interno y muchas veces la acumulacion de metabolitos organicos
osméticamente activos en detrimento de la sintesis de sustancias requeridas para el desarrollo
celular, se afecta el metabolismo global de la planta y por ende su crecimiento. Dado que la
cantidad de energia necesaria para la produccion de solutos osméticos excede grandemente los
requerimientos energéticos para la biosintesis de proteinas, acidos nucleicos, paredes celulares y
otros compuestos, la energia disponible para el crecimiento es menor cuando existe estrés salino
(Serpa y Calderdn, 2005). Otros autores como Demirkiran et al. (2013) investigaron el efecto del
NaCl a dos concentraciones diferentes (0; 50; 100mM) en el crecimiento in vitro de la cebada. Sus
resultados mostraron una inhibicién de la germinaciéon de los brotes en un 85.5 % fue cuando
usaron concentraciones de 100 mM de NaCl. Por otra parte, las dos concentraciones utilizadas
disminuyeron el contenido de proteinas, la masa fresca y la longitud de los brotes.

En el estudio llevado a cabo por Simén (2012), la salinidad disminuy6 la concentracion de K* en
hojas y la incrementé en los tallos. Refieren que este comportamiento podria estar relacionado con
la inhibicion competitiva del proceso de absorcién de K* por el Na*, y con una alta capacidad para
acumular K* en el tallo por una disminucién del transporte hacia las hojas. La reduccion en el
crecimiento se le atribuye a la toxicidad del CI" y/o Na* y al desequilibrio nutricional causado por el
incremento en la razén Na*/K*, mas que al efecto osmético de la salinidad. La absorcion y
transporte del CI parece ser que esta menos restringido que para el Na*. Los altos niveles de sodio
y cloruro causan un desbalance nutricional, a través de la reduccién de la toma de K*, nitrato (NO3
) y fosfato (PO4*)y el incremento en la produccion de especies reactivas del oxigeno, que dafian
proteinas y estructuras membranosas (Gregore et al., 2012). La fotosintesis se afecta debido al
cierre estomatico (Khokon et al., 2011) y a la disminucién en la densidad estomatica (Hanin et al.,
2016), en respuesta al déficit hidrico inducido, con la subsecuente reduccién en la toma de dioxido
de carbono (CO,) por la planta, este es uno de los factores por los que ese inhibe el crecimiento y

disminuye la biomasa (Vicente et al., 2004). Estos elementos que provocan el desbalance de las

34



células vegetales y su accion conjunta pudieran también ser los causantes de la disminucion del
coeficiente de multiplicacion y la masa fresca en la cafia de azucar (cv.C-1051-73), resultados que

se incluyen en esta investigacion.

La masa fresca disminuy6 gradualmente a medida que la concentracion de NaCl aumento, esto
se considera una respuesta caracteristica de haléfitas monocotiledéneas. La reduccion en la masa
fresca en paralelo con el incremento en la concentracidbn externa de sal en relacion al
correspondiente control no estresado parece ser un criterio fiable para evaluar la tolerancia relativa
a la salinidad en términos de acumulacién de biomasa (Boscaiu et al., 2013, Al Hassan et al.,
2016b). Por otra parte, Pérez-Nasser (2017) encontraron que el NaCl provoco la disminucién en
el contenido de proteinas y prolina. El estrés salino tiene efectos muy estudiados, que incluyen la
deshidratacion celular, la alteracién del equilibrio osmético, inhibicion de muchas actividades
enzimaticas y procesos celulares esenciales (como el procesamiento de ARN o la sintesis de
proteinas) (Vicente et al.,, 2004). Esta descompensacion bioquimica interfiere en la nutricion
mineral o generacion de especies reactivas del oxigeno que se traduce en estrés oxidativo celular.
La masa fresca se asocia al 6ptimo desarrollo de la planta y pudiera deberse a una retencion mas
eficiente de agua (Gregore et al., 2012). En plantas cultivadas bajo condiciones salinas resulta
ineficiente la garantia de la economia del agua, debido a la aparicién de una sequia fisiolégica por
la presencia de sales en el suelo. Las mismas originan potenciales hidricos muy bajos e inferiores

a los de la célula y de esta forma se compromete la absorcion de agua (Chavez et al., 2015).

Aliy Ali (2014) trataron plantas de cebada a tres niveles de NaCl para evaluar la masa fresca, sus
resultados indicaron que este parametro y la altura de los brotes mostraron una reduccién
significativa (30 %) en respuesta a los niveles crecientes de dosis de cloruro de sodio. La inhibicién
inducida por estrés salino en el crecimiento de las plantas podria atribuirse a la toxicidad especifica
por iones, alteracion en la homeostasis de los iones Na* y CI, cierre de estomas y aumento de la
produccion de especies reactivas del oxigeno en los cloroplastos. La disminucién en la densidad
y tamafio de los estomas, ademas de su cierre como respuesta de la planta provoca una
disminucion de la conductancia estoméatica lo cual compromete la toma de CO; (Khokon et al.,
2011, Zhang et al., 2014). Lo anterior afecta la obtencién de materia requerida para la formacién
de biomasa, a esto se le adicionan los dafios a la ultraestructura de la clorofila causado por el
estrés oxidativo (Hanin et al., 2016), y la reduccién en la produccion de fotoasimilatos (Sanjuan et
al., 2015). Los resultados obtenidos para el cultivo de la cafia de azucar expuesta a condiciones

de estrés por salinidad y micropropagadas en sistemas de inmersion temporal, indican que la
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disminucion en la masa fresa en correspondencia con el aumento en las concentraciones de sal
podria estar relacionado con los factores discutidos en este acépite. Las plantas dedican su

energia para enfrentar las condiciones de estrés, lo que afecta la acumulacion de biomasa.

5.2 Determinacién del efecto del cloruro de sodio en los niveles de malondialdehido y otros
aldehidos, clorofilas a, b; carotenoides, fenoles solubles, ligados a las paredes celulares y

excretados al medio de cultivo

Se conoce que la exposicién a la salinidad induce o estimula la produccidon de metabolitos
secundarios por las plantas, tales como fenoles, terpenos y alcaloides (Winkel-Shirley, 2002,
Haghighi et al., 2012, Selmar y Kleinwéachter, 2013). Otros autores como Boscaiu et al. (2013)
evaluaron el crecimiento de Juncus acutus L. y Juncus maritimus L. en condiciones controladas
en camara de crecimiento. Usaron varias concentraciones de NaCl (0-200 mM) con el fin de
determinar la especie mas tolerante. La mayor cantidad de metabolitos se determinaron en las
plantas que mostraron mayor tolerancia a la salinidad. Ejemplares de Catharanthus roseus L.
crecidos bajo condiciones de estrés salino mostraron niveles elevados del alcaloide vincristina
(Misra y Gupta, 2006, Fatima et al., 2015). En Grevillea, se informé un incremento significativo en
la concentracién de antocianina, ante la exposicién a condiciones de salinidad tanto en Grevillea
ilicifolia R.Br., tolerante a la salinidad y Grevillea arenaria R.Br. sensible a la salinidad (Kennedy y
De Filippis, 1999).

Las plantas han desarrollado complejos mecanismos para la adaptacion al estrés osmotico, iénico
y oxidativo inducidos por estrés salino (Naik y Al-Khayri, 2016), este es asociado con incrementos
en las concentraciones de acido abscisico (Shafi et al., 2011), prolina (Benhassaini et al., 2012),
glycina-betaina (Quan et al., 2004), polioles, azucares, alcoholes y en la concentracién de
azucares solubles (Gurmani et al., 2007), asi como el contenido de clorofila (Rivelli et al., 2012).
El tratamiento salino en Datura innoxia Mill. aumenté el contenido de alcaloides totales en hojas
jévenes, y los resultados indicaron que a nivel de érgano, la acumulacion del alcaloide tropano se
relacioné con el crecimiento de la planta (Brachet y Cosson, 1986). La salinidad también
incrementd el contenido de diamina y poliamina en Oryza sativa L. (Krishnamurthy y Bhagwat,
1989). Estos incrementos informados en la literatura confirman que la produccion de metabolitos
es un punto clave para determinar la respuesta fisiologica ante el estrés salino. Durante el presente
estudio en cafia de azUcar se encontraron variaciones en el contenido de algunos metabolitos, que

algunos se corresponden con los informados en la literatura especializada.
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El malondialdehido es el producto final de la peroxidacién lipidica, resultado de la oxidacion de
los &cidos grasos insaturados (Quifiones et al.,, 2013), proceso que hace referencia a la
degradacién oxidativa de los lipidos tras sucesivas reacciones en cadena, ocasionadas por los
radicales libres generados ante situaciones de estrés (Ali y Ali, 2014), y por tanto es considerado
un excelente marcador de estrés oxidativo. El estrés oxidativo usualmente es asociado al estrés
salino a través de la generacidn de especies reactivas del oxigeno, compuestos toxicos que oxidan
los residuos de aminoacidos en las proteinas, acidos grasos no saturados en las membranas
celulares y las moléculas de ADN y que causa dafio celular. En las plantas, tanto el contenido de
malondialdehido como de otros aldehidos, estdn relacionados con procesos de estrés
(Wituszynska y Karpinski, 2013). El malondialdehido, se genera por la ruptura de los &cidos grasos
poliinsaturados y es un indicador del grado de peroxidacion lipidica en las membranas. Es un
metabolito primario de respuesta al estrés en las plantas (Dumet y Benson, 2000) y como un
marcador del dafio oxidativo, el aumento en su concentracion indica la induccién exitosa del estrés
oxidativo. La peroxidacion lipidica, implica la formacién y propagacion de radicales lipidicos, y la
eventual destruccion de las membranas, generando una variedad de productos que incluye
cetonas, alcoholes, éteres y aldehidos. Meloni et al. (2008), para evaluar la importancia de las
enzimas superoxido dismutasa y peroxidasa, y los polifenoles en la tolerancia del vinal (Prosopis
ruscifolia G.) a altas concentraciones salinas, determinaron la peroxidacion de lipidos a través de
la concentracion de malondialdehido (MDA), encontraron que su concentracion no aumento en
presencia del estrés salino debido a que la planta tiene mecanismos antioxidantes muy eficientes

y se evidencié por el aumento de las actividades de dichas enzimas.

En el presente experimento, ocurre lo contrario, los niveles de este compuesto aumentaron
significativamente con dosis mayores a 100 mM NacCl, lo que se relaciona con los mecanismos de
peroxidacion de lipidos de membrana. Esto podria ocurrir por el favorecimiento cinético de las
rutas anti estrés para proteinas y ADN. Las especies reactivas del oxigeno producidas durante
situaciones estresantes constituyen fuente de afectacién directa a la membrana celular, por lo que
un incremento en los niveles de MDA a causa de la peroxidacion lipidica, resulta un sintoma
relativamente inmediato de dafio por estrés oxidativo (Pérez et al., 2012). Por otra parte, Halliwell
(2006), obtuvieron que el contenido de MDA aumentd, con diferencias significativas con respecto
al control correspondiente a partir de 100 mM NacCl, lo que se corresponde exactamente con los

resultados obtenidos en esta investigacion.
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Al Hassan et al. (2015), obtuvieron un incremento significativo de malondialdehido en plantas de
tomate expuestas a estrés salino, en todos los tratamientos se obtuvo diferencias con relacion al
control. Rustage et al. (2015), desarroll6 un experimento en el que se determiné el contenido de
Malondialdehido en dos variedades de platano expuestos a diferentes concentraciones de NaCl y
en el que se obtuvo que el contenido de MDA aumentd en las dos aplicaciones para ambas
variedades. En la presente investigacion el aumento en la concentracién de malondialdehido indica
gue existe un alto nivel de estrés oxidativo en las células vegetales de cafa de azlcar, por lo que

como respuesta antioxidante hay un incremento de carotenoides y de compuestos fendlicos.

Se ha descrito que los compuestos fendlicos estan involucrados en la regulacion del crecimiento
de la planta, diferenciacion celular y organogénesis. La concentracion de fenoles se afecta
frecuentemente por numerosos factores tanto internos como externos (Lorenzo et al., 2001). La
tolerancia de las plantas al estrés salino es muy dependiente de la activacion de una serie de
conservados mecanismos de respuesta, como el control de la homeostasis ibnica y la acumulacion
de osmolitos especificos para asegurar el balance osmotico celular o la activacion de sistemas
antioxidantes. Esto ocurre para enfrentar el estrés oxidativo, donde los compuestos fendlicos
poseen actividades antioxidantes bien descritas basadas en su capacidad para donar atomos de
hidrégeno a radicales libres. Ellos pueden detener la oxidacion de los lipidos u otras moléculas a
través de la inhibicion del inicio y transmision de las reacciones de cambio de oxidacion (Quifiones
et al., 2013). Son considerados buenos ejemplos de metabolitos antioxidantes no enzimaticos
inducidos como respuesta al estrés oxidativo secundario. Al Hassan et al. (2016b) describieron un
incremento en el contenido de flavonoides con el aumento de la salinidad. La correlacion del
contenido de flavonoides con la salinidad es muy débil aunque se conoce que la zona de la raiz
expuesta a la salinidad incrementa la biosintesis de flavonoides (Agati et al., 2011). Serpa y
Calderdn (2005), obtuvieron resultados muy similares también en tomate con una reduccion del
50 % en los niveles de carotenoides en todos los tratamientos con respecto al control, mientras
gue los niveles de fenoles aumentaron. Refieren que esto podria deberse a su mayor actividad
como antioxidantes, especialmente los flavonoides. Por otra parte, la deposiciéon en las paredes
celulares es un mecanismo importante de defensa ante patégenos que causan dafio a nivel de
esta estructura elicitando diferentes efectores. Los resultados obtenidos en los niveles de fenoles
unidos a las paredes celulares indican una pobre influencia del NaCl en su concentracion lo que

pudiera deberse a que en este experimento no hubo dafio apreciable a nivel de la pared celular.
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Al Hassan et al. (2016b) informan que el estrés salino indujo una reduccién significativa en los
niveles de pigmentos fotosintéticos en las hojas. Detectaron una reduccion significativa de casi un
40 % en los niveles de clorofilas de las plantas tratadas con respecto a los controles. Ellos
argumentan que es debido a una disminucion en la sintesis de clorofilas ademas de su
degradacion por la activacion de la enzima clorofilasa y la inactivacion de las enzimas propias de
la fotosintesis. En las 3 semanas la clorofila a disminuy6 al aumentar la concentracion de sal casi
la mitad de los niveles del control, bajas concentraciones de sal no presentaron un efecto
significativo. La cantidad de clorofila es un indicador del proceso de fotosintesis. Asi, el hecho de
gue el contenido de clorofila en mg/l disminuya al aumentar la salinidad demuestra que la

fotosintesis es inhibida por incremento de la salinidad del cultivo (Serpa y Calderén, 2005).

La disminucién en la fotosintesis se asocia a bajos niveles de clorofilas totales que pueden ser el
resultado del estrés oxidativo (Zhang et al., 2014). Los resultados obtenidos en cafia de azlcar
indican un efecto pobre del NaCl en los niveles de clorofilas lo cual puede indicar que no hubo
afectaciones considerables en el metabolismo primario de los explantes en los distintos niveles de
tratamiento, resultado también obtenido por Franco-Salazar y Véliz (2008) en plantas de Opuntia
ficus-indica L. y por Chavez et al. (2015) en plantas de frijol en los que no hubo diferencias
significativas en el contenido de clorofilas respecto al control. Ademas en estudios sobre la
fotosintesis en Thellungiella sp, especie modelo de cultivo tolerante a la salinidad, Stepien y
Johnson (2009) sefialaron que la concentracion de clorofila no se vio afectada significativamente.
Algunos autores como Garcia et al. (1997) aseguran que ante el estrés salino algunas plantas
activan el metabolismo y la sintesis de proteinas, para compensar las proteinas desnaturalizadas,
mantener la integridad celular y reparar dafios. Stepien y Johnson (2009), en Phaseolus vulgaris
L. la salinidad redujo la sintesis y acumulaciéon de clorofila, relacionandose esto con la inhibicién
de enzimas especificas responsables de la sintesis de estos pigmentos y de la destruccién de

estos y de los cloroplastos (Bautista et al., 2016, Pérez-Nasser, 2017).

Ademas de la inhibicién del crecimiento, los pigmentos fotosintéticos parecen ser marcadores de
estrés fiables desde que se ha informado la disminucién en el contenido de clorofilas ay b y de
carotenoides en todos los tratamientos correlacionada con el grado de salinidad que afecta a las
plantas. Sin embargo, en la presente investigacion los niveles de carotenoides aumentaron con
diferencias significativas ante concentraciones superiores a 100 mM de NacCl, lo que puede estar
en relacion con su accion antioxidante y protectora de la clorofila, debido a que su aumento a partir

de esta concentracion de sal, se corresponde con el registrado para el malondialdehido. Esto
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pudiera indicar dafio oxidativo y peroxidacion lipidica. Los carotenoides se encuentran de manera
ubicua en plantas y han sido informados como actores vitales en la mitigacion de efectos adversos
de la salinidad en el crecimiento y metabolismo vegetal (Rawia et al., 2011). Ejemplo de esta
relacion directa entre el nivel de salinidad y concentracion de carotenoides, son los resultados de
Borghesi et al. (2011), quienes informaron que el estrés salino puede conducir a incrementos
similares o superiores de carotenoides y antocianinas en el fruto de tomate. Esto se compara con
los logrados por la ingenieria genética; por tanto, esto representa una opcién con potencial de
explotacién considerable de los suelos salinos para obtener tomates con niveles mayores de
metabolitos secundarios. Asimismo, en brotes de trigo sarraceno (Fagorpyrum esculentum M.)
tratados con 50 y 100 mM de NaCl, la concentracién de carotenoides fue dos veces mas grande
gue las plantas control (Lim et al., 2012). Otros autores como Chavez et al. (2015) informaron un
incremento significativo en los niveles de carotenoides en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
respecto al control, lo que puede sugerir un mecanismo de adaptacién a estas condiciones
teniendo en cuenta el papel de los carotenoides en la proteccion de la molécula de clorofila, al
poder reaccionar con los estados excitados de la misma y combinado con el oxigeno molecular

constituir un complejo que conduce a la fotooxidacion.

La concentracion del NaCl que mostr6 mayor significacion y la que provoco el 50 % de la
multiplicacién de los brotes de cafia de azucar, fue de 18.6 mM NaCl. Esta investigacion aportara
nuevos elementos a tener en cuenta a la hora de realizar estudios de tolerancia a estreses
abidticos en cultivares de alta importancia econdmica y social. Por otra parte, desde hace algo
mas de una década se han venido realizando estudios con el objetivo de obtener cultivares
tolerantes a las condiciones adversas producidas por el cambio climéatico. Ante todas estas
problematicas este trabajo constituira una herramienta mas a tener en cuenta a la hora de
establecer programas de mejoramiento genético de cultivos. Incrementar adaptabilidad y
producciones agricolas es una de las tareas mas importantes para el polo cientifico en el siglo XXI
para esto el tener presente los efectos toxicos del NaCl presentes en el tejido vegetal es de vital

importancia para el mantenimiento de una seguridad alimentaria a nivel mundial.
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12. CONCLUSIONES

1. Elcloruro de sodio disminuyo el coeficiente de multiplicacion y la masa fresca de la cafia de
azucar con el aumento de la concentracién de NacCl.

2. El coeficiente de multiplicacion resulto ser el indicador mas sensible a la salinidad, varié en
todas las concentraciones probadas. La concentracion que causo el 50% de la reduccion
fue 89.48 mM de NaCl.

3. La masa fresca experimentd una reduccion significativa para valores superiores a 100 mM
de NacCl.

4. Los cambios bioguimicos mas significativos ocurrieron en los niveles de malondialdehido y
carotenoides, con diferencias significativas a partir de 100 mM de NaCl; y en los compuestos

fendlicos excretados al medio de cultivo, a partir de 150 mM de NacCl.
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13. RECOMENDACIONES

1. Realizar otros estudios bioquimicos, fisioldgicos y moleculares en la multiplicacién in vitro
de la cafia de azucar en biorreactores de inmersion temporal expuesta a condiciones de

estrés por salinidad.
2. Aplicar la condicion estresante determinada en este trabajo para la seleccién temprana de

la tolerancia de cafia de azlcar a la salinidad.
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