Titulo

Incremento de la eficiencia en la propagacion in vitro de
la cafia de aztuicar (Saccharum spp. hibrido) en sistemas de
inmersion temporal

TESIS EN OPCION AL TITULO ACADEMICO DE

MAGISTER SCIENTIAE EN BIOTECNOLOGIA VEGETAL

Autor: Ing. Jorge L. Montes de Oca Suarez
Tutor: Dr C. Elio A. Jiménez Gonzalez

Consultante: Dra. Novisel Veitia Rodriguez

Santa Clara, CUBA
2010







A R

Agradecimientos

Quisiera expresar mis mds sinceros agradecimientos a:

Al Dr. Elio Jiménez por la direccion de esta tesis y dedicarme
parte de su preciado tiempo.

A la Dra. Novisel Veitia por ayudarme en toda la etapa de
andlisis estadisticos y desarrollo de este trabajo.

A Lidia Martinez por ayudarme en el desarrollo de este trabajo.

Al Instituto de Biotecnologia de las Plantas por contribuir a mi
formacion profesional.

A mi esposa e hijos por soportar todos mis malos ratos Yy
ayudarme a superarlos.

- En especial, a mi madre por su amor y apoyo incondicional en los
buenos y malos momentos.

- A los integrantes de la Biofdbrica de la ETICA por estar siempre
al tanto de mi trabajo.

- A todas las personas, tanto del IBP como de la ETICA, que
colaboraron e hicieron posible la realizacion de esta tesis.

A todos, muchas Gracias






RESUMEN.
El presente trabajo tuvo como finalidad mejorar la eficiencia del proceso de propagacion in

vitro de la cafia de azucar (Saccharum spp. hibrido) en sistemas de inmersién temporal.
Para ello se realizaron una serie de experimentos donde se estudid la influencia de la
presion de aire en los SIT sobre los pardmetros morfolégicos de las plantas cultivadas in
vitro, la posibilidad de eliminacion de la etapa de elongacion en la propagacion en los SIT,
y el efecto combinado de la densidad de inéculo y el tiempo de cultivo. De estos estudios
se obtuvo que en la configuracion de SIT con liberacion de la presion interna (intercambio
pasivo) se lograra un mejor desarrollo morfoldgico de las plantas y un incremento en los
coeficientes de multiplicacion, lo que también se reflej6 en una mayor sobrevivencia de las
plantas cuando son trasplantadas a la fase de aclimatizacion. Igualmente se demostro
que es posible eliminar la fase de elongacion realizando el udltimo subcultivo de
multiplicacion en un medio sin adicionar PBZ, lo que permite reducir el tiempo en el
esquema de propagacion y a la vez incrementar la calidad de las plantas producidas. Con
la combinacién de la densidad de in6culo de 40 brotes por vaso de cultivo y un tiempo de
cultivo de 50 dias se logra una mejor utilizacién de la capacidad del vaso de cultivo y la
produccion de un mayor namero de plantas por SIT, que en términos productivos significa
un mejor aprovechamiento de la capacidad instalada, permitiendo manejar un mayor
numero de explantes por area fisica de las camaras de cultivo. El escalado productivo en
3 genotipos de cafia de azlucar realizado en la Biofabrica de Cafia de Azucar
perteneciente al Ingenio Santa Ana en la Republica de Guatemala, en la Biofabrica del
Instituto Nacional de Investigaciones de la Cafla de Azucar (INICA, Cuba) y en la
Biofabrica “Gobernador Miguel Arrdez”, perteneciente al Centro de Tecnologias
Estratégicas del Nordeste, Pernambuco, Brasil, validé los resultados obtenidos en la

presente investigacion.
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INTRODUCCION

La cafia de azucar (Saccharum sp. hibrido) es el principal cultivo econémico de muchos
paises. Se encuentra entre los diez primeros para la produccion de alimento y proporciona
entre el 60 y 70 % del azlGcar que se elabora mundialmente (Ahlfeld, 1996). Su cultivo en
Cuba representé el principal producto agricola e industrial y fuente fundamental de
riquezas, al cual se le llegd a dedicar 1.5 millones de hectareas, el 40 % del &rea total
cultivada (Anénimo, 2000). Pero después del afio 2002 la situacion varid; segun Rivera
(2004) se redujo la cantidad de tierras dedicadas al cultivo y se concentr6 en los suelos

mas productivos, existiendo alrededor de 820 000 hectareas para su plantacion.

Los procedimientos de cultivo actuales presentan dificultades para la obtenciéon de semilla
de cafia de azlcar. Los métodos de propagacién convencionales por estacas son lentos y
para propagar las nuevas variedades comerciales, el tiempo que media entre la selecciéon y
la multiplicacién es de mas de 10 afios (Gonzalez et al., 2004 y 2006; Jorge et al., 2002). En
Cuba el proceso de produccién de semilla comercial es de 32 - 36 meses, desde que se

planta como semilla basica, hasta que se cosecha como certificada (Gonzalez et al., 2008).

Por otra parte, las enfermedades de la cafia de azlcar constituyen uno de los principales
factores negativos para la produccién azucarera en Cuba y el mundo. Durante los Ultimos
afios ha crecido considerablemente el nimero de organismos patdégenos y agentes
etiol6gicos detectados sobre este cultivo. Por tal motivo es de suma importancia dominar
y resolver la situacion fitosanitaria de las plantaciones cafieras para estar en condiciones
de prevenir o reducir las pérdidas ocasionadas por enfermedades en las cosechas
(Chinea et al., 2000).

Han sido varios los métodos de propagacion desarrollados como: Seblang, Rayungan,
yemas aisladas, Jieblock, estacas de una sola yema, todos buscan acortar el tiempo que
media entre la obtencidon de una variedad y su explotaciéon comercial (Pérez y Rodriguez,
1987), pero aun no han logrado dar una respuesta satisfactoria pues presentan bajos

coeficientes de multiplicacion y requieren de la utilizacion de grandes areas.

La micropropagacion a través del cultivo in vitro de apices meristematicos para el cultivo de
la cafia de azucar ha demostrado ser una importante alternativa y una herramienta de

gran beneficio para la produccion de semillas de calidad, la introduccién de nuevas
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variedades o0 la renovacion rapida por otras ante problemas sanitarios, proporcionando
una solucién mas eficiente a las dificultades que presentan los métodos convencionales con
los coeficientes de multiplicacion, el tiempo necesario para la introduccién de nuevas
variedades y la incidencia de las enfermedades en los rendimientos agricolas (Pérez et al.,
1996; Evans, 1986; Anderlini y Kotska, 1986; Peros y Bonnel, 1990; Jackson et al., 1990;
Flynn y Anderlini, 1990; Jiménez 1995 y Pérez, 1998; Lorenzo et al., 1998; Orellana,
1994; Freire, 2001).

No obstante a estas ventajas el proceso de propagacion via organogénesis presenta
algunas limitantes que repercuten directamente en el aumento de los costos de
produccion, dado por el elevado numero de operaciones manuales y los bajos
coeficientes de multiplicacion (Jiménez y De Feria, 1998). La utilizaciébn de medios de
cultivo en estado liquido en la micropropagacion puede reducir la manipulacién y los
costos en la propagacion in vitro (Teisson y Alvard, 1994; Aitken-Christie et al., 1995;
Teisson et al., 1996).

Estas razones hacen necesario el desarrollo de sistemas de produccién mas eficientes
basados en la automatizacion (Lorenzo et al., 1999; de Feria et al., 1998; Bernal et al.,
2002). La automatizacion reduce los costos de produccion, disminuye la manipulacién del
material vegetal por el hombre, aumenta la eficiencia biol6gica y productiva de las plantas

propagadas (Escalona et al., 2003).

Sistemas semiautomatizados basados en el principio de la inmersion temporal han
permitido reducir los efectos colaterales ocasionados por los medios de cultivo liquido
estaticos, como son la hiperhidricidad e hipoxia (Alvard et al., 1993; Escalona et al., 1998;
Lorenzo et al., 1998; Ventura et al.,, 1998; Jiménez et al., 1999; Eltenne y Berthouly,
2002), brindando la posibilidad de controlar las propiedades quimicas y fisicas en el

ambiente de los recipientes de cultivo (Cejas et al., 2005).

Su uso ha permitido alcanzar grandes niveles de proliferacion durante la etapa de
multiplicacion en varias especies de plantas (Eitenne y Berthouly, 2002) y entre ellas la
cafia de azucar (Alvard et al., 1993; Teisson y Alvard, 1994; Jiménez, 1995; Lorenzo et
al., 1998; de Feria et al, 1998; Pérez et al., 1998; Escalona et al., 1998; Bernal et al.,
2002; Etienne et al., 2002; Posada et al., 2003, Mordocco et al., 2008).
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El protocolo propuesto por Lorenzo et al. (1998), establece el uso del Paclobutrazol (PBZ)
en la fase de multiplicacién en los SIT para estimular la formacion de clusters de brotes
compactos, lo que requiere de una fase de elongacién en un medio que contiene AG; en
previa al enraizamiento. Con este procedimiento se ha logrado el incremento de los
coeficientes de multiplicacion y la eficiencia en la propagaciéon comparadas con la
micropropagacion convencional en medios semisolidos (Marrero et al, 1998). No obstante
es necesario continuar incrementando la eficiencia de este método para lograr su uso

efectivo a escala comercial.
Teniendo en cuenta estos antecedentes se propuso la siguiente hipotesis:

“Es posible incrementar la eficiencia en la propagacion de la cafia de azucar (Saccharum
sp. hybrid) en SIT mediante cambios en la configuracién de los sistemas, la eliminacion de

la fase de elongacion, el manejo de la densidad de explantes y el tiempo de cultivo”.
Objetivo general:

Incrementar la eficiencia del proceso de propagacion “in vitro” de la cafia de azlcar en los

sistemas de inmersion temporal y realizar su escalado productivo.
Objetivos especificos:

1. Estudiar la influencia que ejerce la presion de aire después de la inmersion dentro

de los frascos, sobre los parametros morfologicos de las plantas cultivadas in vitro.

2. Estudiar la posibilidad de eliminar la fase de elongacion, asi como el efecto
combinado de la densidad de in6culo, el tiempo de cultivo sobre la produccion

total de brotes por SIT y la calidad final de las plantas producidas.

3. Realizar el escalado de la propagaciéon en SIT empleando los mejores resultados

obtenidos en la investigacion.

4. Evaluar el comportamiento en campo de las plantas propagadas en los SIT en
comparacion con plantas propagadas por el sistema tradicional con 3 genotipos de
cafia de azucar de interés comercial para las Republicas de Guatemala, Brasil y
Cuba.






Revisiin Gitlisgrafica
2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 La cafa de azucar. Generalidades

Origen y taxonomia

Es posible que a partir de especies silvestres de S. spontaneum y producto de un largo
proceso de evolucion (Salgado et al., 2003) se originé la cafia de azucar (Saccharum spp.
hibrido, 2n=80). Esta es nativa de Nueva Guinea, presentando una prolongada
trasformacién evolutiva, donde jugaron un papel destacado la interaccion entre Ripidium,
Sclerostachya y Miscanthus, mostrando un alto grado de ploidia, dando como resultado

un grupo de especies que forman el género (Dookun., 1998).

Segun el sistema de clasificacion sugerido por Cronquist (1988), la taxonomia de la cafia

de azlcar es la siguiente:

Reino: Plantaae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida
Subclase: Commelinidae

Orden: Poales

Familia: Poaceae

Subfamilia: Panicoideae
Tribu: Andropogoneae
Género: Saccharum
Especie: S. officinarum

Las variedades actuales de la cafia de azucar son hibridos de diferentes especies del
género Saccharum (Martin et al., 1987), por lo que es mas correcto referirse a las cafas

cultivadas actualmente como Saccharum spp. hibrido.
El cultivo en el mundo, su distribucién

La cafia de azUcar es uno de los cultivos mas importantes en muchos paises del mundo,
entre los que se encuentran Australia, Brasil, las Islas del Caribe y entre ellas Cuba, fue
traida a las Américas en 1498 por los espafioles, siendo introducida en Cuba en el afio

1543, pero no es hasta principios del siglo XIX, con la introduccion de la maquina de
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vapor, que Cuba entra en la gran era del aztcar. En el siglo XX cuando Cuba entra en la
época mediatizada (20 Mayo 1902), 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 &rea total cultivada). Pero después del afio 2002 la situacion vario, se redujo la
cantidad de tierras dedicadas a este cultivo y concentrandose en los suelos mas
productivos, existiendo actualmente alrededor de 820 000 ha para su plantacion. (Riera,
2004). Por lo que el Ministerio de Azucar 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 diversificacién de la produccién juega un
papel fundamental (Rosales, 2003). 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 (Cuéllar
et al., 2003).

Desde la década del 90 se trabaja en Cuba por lograr una agricultura mas ecoldgica 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
ecoldgica y sustentabilidad econémica. La agricultura sostenible se ha convertido en la
Unica solucion factible capaz de frenar el deterioro ambiental y garantizar la seguridad
alimentaria de las presentes y futuras generaciones (Mas, et al., 2007), ello implica que
los sistemas de produccién deben ser técnicamente factibles, econédmicamente viables,
socialmente justificables y no deben contaminar el ambiente ni dafiar los ecosistemas

naturales.
2.2 Técnicas de propagacién de la cafia de azlucar

Generalmente la cafia de azlcar se reproduce de forma agamica por estacas (partes de
los tallos que contienen de una a tres yemas). Por mucho tiempo esta multiplicacion fue la
Unica practicada por el hombre en su reproduccién, hasta que se descubrié que también
se podia reproducir por medio de sus semillas, ya que éstas son fértiles, lo que permitié
en 1880 iniciar en Java y Barbados las primeras multiplicaciones sexuales (Pérez et al.,
1997).
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Por la necesidad de contar con técnicas que permitieran mejorar la calidad de la semilla y
disminuir las &reas destinadas a su produccion, se acudi6 a formas de propagacion
rapida como: Seblang, Rayungan, yemas aisladas, Jieblock y estacas de una sola yema.
La base fundamental de estas técnicas radica en el aprovechamiento de las
potencialidades germinativas de cada una de las yemas del tallo (Pérez y Rodriguez,
1987 y Santana, 1997), 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. En Cuba este
proceso de produccion 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 (Garcia, 1984, Jiménez, 1995 y Freire, 2001), unido a la imposibilidad de
realizar un saneamiento y diagndstico efectivo a toda la semilla que se utiliza en el

proceso (Jiménez, 1995).

Los programas de mejoramiento genético y propagacion masiva en esta especie estaban
necesitados de un método que permitiera la reduccién del tiempo de introduccién de las
variedades, por lo que surge el cultivo in vitro, lo que ademas permite aplicar las técnicas
de conservacion del germoplasma, realizar el saneamiento y diagndstico de la semilla y
disminuir las areas destinadas a su produccién (Paulet et al., 1992; Feldmann et al., 1994

y Hernandez et al., 1997).
2.3 Cultivo invitro en cafla de azucar

Dentro de las técnicas del cultivo de tejidos la produccion de vitroplantas via
organogénesis, constituye la forma mas utilizada para estos fines, puede definirse como
un conjunto de técnicas que permiten el cultivo en condiciones asépticas de 6rganos,
tejidos, células y protoplastos, empleando medios nutritivos artificiales (Dixon, 1991; Roca
y Mroginki, 1993; Jiménez, 1998). Fue en 1965 cuando se cred el primer laboratorio

comercial de plantas cultivadas in vitro (Debergh y Zimmerman, 1991).

La multiplicacion mediante apices cultivados in vitro, ofrece una valiosa alternativa para la
reproduccién acelerada de semillas agamicas, permitiendo reducir ciclos de multiplicacion
en los programas de semilla y garantiza la obtencién de plantas libres de enfermedades
(Pérez et al., 1998).
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En la década de los 70 se comienza la propagaciéon masiva en Cuba, construyendo
laboratorios con capacidades de alrededor de 200 mil vitroplantas anuales, pero no fue
hasta 1987 que se construyé la primera Biofabrica en Cuba, término éste que es
manejado hoy en diferentes partes del mundo, posteriormente en el periodo comprendido

entre 1987 a 1993 se construyeron un total de 14 Biofabricas distribuidas por todo el pais.

La cafia de azUcar constituye la segunda especie vegetal que se reproduce in vitro en
Cuba, el objetivo fundamental ha sido el rejuvenecimiento y saneamiento de las
variedades comerciales, asi como garantizar la rapida introduccién de nuevas variedades

nacionales y foraneas.

Los altos costos en la produccion masiva de plantas es uno de los problemas a resolver
mediante el cultivo de tejidos (Levin et al, 1988). Las posibilidades de Ila
micropropagacion estan limitadas como resultado de su bajo coeficiente de multiplicacion
y el costo de produccion relativamente elevado, estas razones hacen necesario el

desarrollo de sistemas de produccién mas eficientes (Lorenzo et al., 1999).
2.4 Embriogénesis somatica

Con la introduccion, empleo y mejoramiento de la automatizacion se reducen los costos
de produccion, se disminuye la manipulacién del material vegetal por el hombre, se logra
incrementar el ritmo de produccion y mejorar la calidad final de las plantas (Bernal et al.,
2002).

La embriogénesis somética en cafia de azUcar ha surgido como una herramienta del
mejoramiento genético y una nueva via de propagacion in vitro. Con este método se logra
incrementar los coeficientes de multiplicacion, ya que se pueden utilizar los principios de
la cinética microbiana, disminuye los costos de produccion, da la posibilidad de
encapsular los embriones, logrando con ello las semillas artificiales y permite automatizar

el proceso productivo con el uso de los birreactores (De Feria, 2000 y Freire, 2001).

Con la utilizacién de este sistema los brotes siempre estan en contacto con el medio de
cultivo y por tanto la absorcion de los nutrientes y la tasa de crecimiento se ven
estimulados, este proceso esta controlado mediante un sistema computarizado que
controla y monitorea las condiciones microambientales dentro del biorreactor (Jiménez y
De Feria, 1998).

Las desventajas de este sistema radican en que es una tecnologia muy costosa y no se

ha podido lograr su escalado a niveles de produccion para la agricultura cafiera, otra
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desventaja la constituye el desconocimiento que existe sobre los pardmetros que regulan
este proceso, siendo aun limitado el nimero de especies en los cuales se reporta una
embriogénesis somatica eficiente que permita un uso productivo del método (Yeung et al.,
1996).

Es por lo anterior que ha sido necesario buscar nuevas alternativas en la produccién
masiva de la cafia de azucar, la Inmersion Temporal es un procedimiento relativamente
nuevo de la micropropagacion, el que permite incrementos significativos del coeficiente de
multiplicacion y disminuye la manipulacién del material vegetal por el hombre, lograndose

un elevado grado de automatizacién en el proceso (Alvard et al., 1993).
2.5 Automatizacion de la micropropagacion (SIT)

Uno de los problemas a solucionar en estos momentos en la produccién masiva es el alto
costo de produccion por medio del cultivo de tejidos (Levin et al., 1988),
fundamentalmente los costos por mano de obra, los que se encuentran entre un 70 — 80
% del costo total del proceso de micropropagacion segun Wang et al. (1999), por otra
parte se plantea que estos costos se pueden reducir entre 50 — 80 % segun Pérez et al.
(2000), siendo de vital importancia esta disminucion, ya que estos han limitado la

utilizacién de la micropropagacion en varias especies vegetales (Ziv, 1995).

El uso de los Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) ha permitido lograr elevados niveles
de proliferacién durante la etapa de multiplicacion en diferentes especies vegetales
(Lorenzo et al., 1998; Aragon et al., 2005; Castro y Gonzalez- Olmedo, 2005; Molina et al.,
2005; Penate et al., 2007), brindando la posibilidad de controlar las propiedades fisico-

guimicas en el ambiente de los frascos de cultivo en los SIT (Cejas et al., 2005).

Entre los principales parametros involucrados en la reduccion de los costos se incluyen la
reduccion dréstica del trabajo; la reduccién del area de estanteria; la disminucion en el
namero de frascos a utilizar y mejores rendimientos biolégicos (Etienne et al., 2002),
ademés nos permite lograr el escalado de la produccion (Priel, 1991; Leathers et al.,
1995).

Fue demostrado por Tisserat (1985) que poniendo los explantes en contacto con los
medios liquidos de forma intermitente se logra el suministro de nutrientes necesarios a las
vitroplantas y se elimina el fenédmeno de la hipoxia por no estar estas sumergidas de

forma permanente en el medio de cultivo.



Los recipientes de Inmersiobn Temporal automatizados, comercialmente denominados
“RITA®™ (Figura 1) fueron disefiados a partir del principio desarrollado por Teisson et al.
(1996) en el Laboratorio Biotrop del CIRAD en Montpellier, permitiendo un ahorro
importante durante el proceso de micropropagacion convencional (Aitken - Christie, 1991,
Alvard et al., 1993; Teisson et al., 1994). Los “RITA®” constituyen una herramienta
estandar para el cultivo de tejidos de plantas, reduce el manejo, simplifica el cambio de
medio de cultivo, aumenta el grado de proliferacion de brotes y aumenta el peso fresco de

los explantes.

Figura 1. “RITA®

Akita y Takayama (1994) realizaron experimentos donde emplearon los SIT, con el que
obtuvieron microtubérculos que por su tamafio pueden llevarse al campo directamente.
Desde entonces este sistema ha sido ampliamente utilizado y reportado en la literatura
por su efectividad en la propagacion via embriogénesis u organogénesis (Teisson et al.,
1996, Jiménez y de Feria, 1998).

Los SIT fueron disefiados con el objetivo de reducir o eliminar los efectos negativos del
medio de cultivo liquido (hiperhidricidad), basados en el contacto intermitente del medio
liquido con los explantes por un corto periodo de tiempo y la consecuente renovacion de
la atmosfera gaseosa, evitando la acumulacién de gases tdxicos, pueden ser utilizados
para la produccion de brotes via organogénesis a escala masiva, brindando la posibilidad
de automatizar algunas etapas del proceso de micropropagacion (Alvard et al., 1993).
Ademas ha sido demostrado que los SIT ofrecen mayor facilidad de escalado, con la
finalidad de producir grandes volumenes de plantas (Jiménez y de Feria, 1998 y Bernal et
al., 2002).

Los recipientes de los SIT son mas baratos que los biorreactores, de mas facil manejo y

uso. Aunque muchos han sido nombrados “biorreactores”, no cumplen con tal definicion



Revisiin Gitlisgrafica

por no contar con el total control de los pardmetros ambientales (Alvard et al., 1993;
Teisson y Alvard, 1994; Escalona, 1999; Jiménez y de Feria, 1998).

No obstante a los incrementos de los coeficientes de multiplicacién y la automatizacion de
la fase de multiplicacién de la micropropagacion con el empleo de los SIT desarrollados
por Teisson y Alvard (1995), los que fueron modificados por Lorenzo et al. (1998), todavia
se emplea gran cantidad de mano de obra en el proceso, lo que obstaculiza la factibilidad
economica de cualquier esquema que se desarrolle empleando las técnicas de cultivo de

tejido.

En Cuba (Borroto, 1999) reporta los resultados de un sistema automatizado para la
propagacion masiva de plantas, que ha sido usado con resultados altamente beneficiosos
en diferentes especies vegetales como bananos, Syngonium, Dasheen y Scheflera con
incrementos significativos del coeficiente de multiplicacion de 20 hasta 70 en
dependencia del genotipo. También su utilizacion ha sido exitosa en la obtencién de
microtubérculos de papa (Jiménez et al.,, 1998), para la micropropagacién de la pifia
(Escalona et al., 1999) y de la cafia de azucar (de Feria et al., 1998 y Lorenzo et al., 1999,
2000).

En estudios realizados por diferentes autores las plantas derivadas de los SIT siempre
han mostrado una mejor eficiencia biolégica y productiva, debido al incremento
considerable de los coeficientes de multiplicaciébn, por sus altos rendimientos,
presentando mayor crecimiento y desarrollo en las condiciones ex vitro, comparadas con
las provenientes de la micropropagacion convencional, manifestandose por consiguiente
una considerable reduccién de los costos de produccion (Teisson y Alvard, 1994; de Feria
et al.; 1998; Lorenzo et al., 1998; 1999; 2000; Ventura et al., 1998; Escalona et al., 1998 y
1999; Jiménez et al., 1999; Medero et al., 2000 y Pérez, 2001).

En las variedades de papa Desiree y Atlantic, Jiménez et al. (1998 y 1999) realizaron
estudios utilizando los SIT, demostrando que con su empleo en la micropropagacion se
amplian las capacidades productivas, con su grado de automatizacién se disminuyen los
riesgos de contaminacion y los costos de produccion y se logrard mayor cantidad de
microtubérculos por plantas que cuando se emplearon medios sélidos. Ademas en la
induccién de tubérculos por plantas, calibre y peso, se logra un mayor indice,

comparados con los frascos de cultivo tradicionales (Pérez et al., 1998).
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Alvard et al. (1993), compararon cinco formas diferentes de suministrarle el medio de
cultivo a las vitroplantas con el medio liquido, para ello usaron como material inicial yemas
axilares del cultivar "Gran Enano”, los medios de cultivos utilizados fueron: liquido
(inmersién permanente con o sin burbuja; inmersién parcial, soporte de celulosa; e
inmersion temporal) con medio de cultivo semi-solido, donde este ultimo método produjo
los mejores resultados en cuanto al aumento de peso seco y tasa de multiplicacion. Por
otra parte, Ventura et al. (1998), emplearon el SIT en el clon de banano FHIA-18,
encontrando mayor coeficiente de multiplicacion (15,30) respecto a los medios de

propagacién convencional (3,70).

Castro, et al. (2002) describieron un procedimiento para la multiplicacion in vitro mediante
SIT de plantas de eucalipto procedentes de &arboles élites. La mayor eficiencia de
multiplicacion se establecié a una frecuencia 6ptima de inmersién cada 12 horas con una
duracién de 3 minutos. Es por eso que el tiempo de inmersion y su duracion o frecuencia
son los parametros mas decisivos para la eficiencia del sistema, también la optimizacion
del volumen del medio nutritivo y el volumen del frasco mejoran la eficacia, especialmente

para la multiplicacién de los brotes (Etienne et al., 2002).
2.6 Sistemas de Inmersidon Temporal en la cafia de azucar

Los SIT son una herramienta importante para la micropropagacion de la cafia de azlcar,
lograndose mayores coeficientes de formacion de rebrotes que por los sistemas
tradicionales de cultivo in vitro, ademas se logra una reduccién de los costos de
produccion. Lorenzo et al. (1998) en estudios realizados lograron duplicar la tasa de
multiplicacion y la altura de los brotes en los SIT en comparacion con la micropropagacion

convencional; permitiendo reducir los costos hasta en un 46 %.

Son varios los factores gue se deben de tener presente al utilizar los SIT como método de
reproduccion in vitro en la cafia de azlcar, la densidad de indculo, la produccion de brotes
y la calidad final de las plantas han sido algunos de estos factores estudiados por de
Feria et al., 1998, determinando que al emplear 40 brotes por frasco como inéculo inicial
se logra la mayor cantidad de brotes por unidad de SIT (437) y una produccién de
biomasa de 251 g, la frecuencia y tiempo de duracién de las inmersiones de la cafia de
azlcar en los SIT ha sido otro de los factores estudiados. Jiménez (1995), utiliz6 frascos

de cultivo de 4000 ml de capacidad total con 3000 ml de medio de cultivo de

11



Revisiin Gitlisgrafica

multiplicacion, realizando cuatro inmersiones por dia con 12 minutos de duracién cada
una, cuando se realiz6 la renovacion del medio de cultivo la produccién total de brotes
por unidad de SIT fue superior, logrdndose hasta 520 brotes y un coeficiente de

multiplicacion de 13, cambiando el medio de cultivo a los 15 dias.

En la propagacion masiva de la cafa de azucar Pérez et al. (1998), logr6 mayor nimero
de brotes por unidad de SIT (437 vitroplantas) y una produccion de biomasa de 251 g.
Por otra parte con la variedad C1051-73 Lorenzo et al. (1998), duplicaron la tasa de
multiplicacion y la altura de los brotes en los SIT en comparacion con la micropropagacion

convencional.

También Escalona et al. (1998), demostraron que a medida que se aumentd la
disponibilidad de medio de cultivo en la micropropagacion de la cafia de azucar en los SIT
se logro un coeficiente de multiplicacion mayor, decreciendo éste cuando las cantidades
de medio de cultivo eran excesivamente grandes en relacién con la cantidad de material

vegetal que se inoculaba en los sistemas.

Bernal et al. (2002), demostraron que independientemente del genotipo de cafa de
azlcar los resultados que se obtienen en el los SIT demuestran las ventajas que estos
aportan para su multiplicacién por esta via y que pueden ser incluidos estos sistemas en
una estrategia a escala productiva a partir de la definicién de los tiempos empleados para

desarrollar cada etapa del proceso.

Por otra parte Posada et al., 2003, estudiaron la mejor combinacién para lograr altos
coeficientes de multiplicaciéon en la cafia de azlUcar empleando los RITA, obteniendo los
mejores resultados cuando se utilizé el medio de cultivo de multiplicacion propuesto por
Jiménez (1995), dos explantes como indculo y una frecuencia de inmersion de tres veces
al dia durante un minuto, demostrando ademas que el medio de cultivo liquido en los
RITA puede permanecer hasta 30 dias sin ser cambiado, sin que esto afecte la
multiplicacion de los explantes de cafa de azlcar, lo cual puede disminuir los riesgos de

contaminacion.

También Mordocco et al., 2008 en Australia, estudiaron el tiempo de cultivo, asi como el
tiempo y frecuencia de inmersion con la variedad Q 165, obteniendo como resultados que

los explantes cultivados por 45 dias en el medio de de induccién de brotes SmartSett®

12
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fueron los més proliferos, produciendo un promedio de 275 brotes por frasco después de

45 dias de cultivo en RITA® con un minuto de inmersién cada 12 o 24 horas.

Estos resultados demuestran que aparte del ritmo y el tiempo de inmersion de los
explantes, lo que ha sido abordado con anterioridad (Alvard et al., 1993; Teisson y Alvard,
1994) en los SIT en medio liquido, es necesario tener en cuenta otros factores que
influyen sobre la produccion total de brotes vy la calidad de los mismos, tales como son la
densidad de inoculo, la frecuencia y tiempo de inmersion, asi como la renovacion del

medio de cultivo.

La simplicidad y el bajo costo de los SIT desarrollados son compatibles con la
propagacion a gran escala, sin embargo es probable que se puedan realizar nuevas
simplificaciones en vistas de reducir alin mas los costos, ya que pueden ser optimizados
para diferentes especies vegetales, entre ellas la cafia de azlcar, puesto que en este
cultivar se han utilizado ampliamente con vistas a su aplicacion comercial (Etienne et al.,
2002).

2.7 Utilizaciéon de reguladores del crecimiento en el cultivo in vitro

Las técnicas de cultivo de tejidos se desarrollaron gracias a la accién de los reguladores
del crecimiento, los que tienen la capacidad de producir alargamiento celular, asi como

promueven la division celular (Jankiewics, 2000; Slater et al., 2004).

Los retardantes del crecimiento, inhibidores de la sintesis de giberelina han sido
ampliamente utilizados en la agricultura para el control del crecimiento (Aron et al., 1985;
Beausher y Yelenosky, 1987; Early y Martin, 1988). También han sido utilizados para la
disminucion de la longitud y niamero de las raices laterales y la germinacion de las

semillas (Early y Martin, 1988; Beausher y Yelenosky, 1987).

El papel de los retardantes del crecimiento también se han reportado para la propagacion
in vitro y su influencia en el crecimiento y desarrollo de las vitroplantas (Werbrouck y
Debergh, 1996; Ziv et al., 1998).

El PBZ se encuentra entre los compuestos triazélicos, inhibidores de la sintesis de las
giberelinas (Grossman et al., 1991), su efecto incluye la biosintesis del acido abscisico y
las citoquininas. Werbrouck y Debergh (1996) reportaron su interaccion sinérgica entre

algunos fungicidas imidazélicos relacionados estructuralmente con el PBZ y la aplicacion
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exégena de las citoquininas, mientras que Ziv (1995) report6 la reduccion de los brotes

del area foliar con la utilizacién del PBZ.

El PBZ fue reportado en fase de multiplicacién en SIT por Daquinta et al., 1999,
estableciendo la dosis para su uso (0,12 mg/l) para estimular la formacion de clusters
(brotes compactos) en algunas bromelias, lograndose un elevado numero de plantas
uniformes y aptas para la adaptacion a condiciones ex vitro, siendo también reportado por
(Zivy Hadar, 1991).

Escalona (1999) en el cultivo de la pifia, desarrollé un sistema automatizado mas eficiente
que la micropropagacion convencional, basado en el uso de PBZ en SIT, el cual reduce
los costos de produccion en un 66,7 %, reportandose un incremento en crecimiento y
desarrollo en condiciones ex vitro comparadas con las plantas obtenidas por la
micropropagacion convencional, no existiendo diferencias fenotipicas o genotipicas con

las plantas provenientes de la propagacion vegetativa tradicional.

El uso de los SIT en el cultivar cv. Gran enano en la fase de multiplicacion fue reportado
por Albany (2001), a los medios de cultivo se les incorpora 2,5 mg/l de PBZ, con lo que
disminuye el crecimiento innecesario de los tallos y hojas de los brotes, obteniéndose un
mayor nimero de brotes por explante inoculado. Con la inoculaciéon de 25 explantes en
los SIT y la renovacién con 1000 ml de medios de cultivos en 15 dias, permitié obtener los
mejores valores de productividad reflejados en el nimero de brotes por explantes,
permitiendo estos resultados la incorporacion de la técnica de Inmersién Temporal como

uno de los manejos convencionales para la micropropagacion en este cultivo.
2.8 Retardantes del crecimiento en el cultivo in vitro de la cafia de azUcar

La utilizacion del PBZ en los medios de cultivos constituye un fuerte inhibidor de la
sintesis de giberelinas y estimulante del metabolismo de las citoquininas en cafia de
azlcar, Ziv, 1995y Lorenzo et al., 1999 realizaron estudios en SIT, en los que se observé
una disminucion en la longitud de los brotes, lo que se relaciona con la supresion de la
sintesis de giberelinas, asi como una disminucién del area foliar y un aumento de los
coeficientes de multiplicacién, el cual puede estar relacionado con la disminucion del area
foliar, existiendo mas disponibilidad de nutrientes para el incremento de los primordios

meristematicos, pero de forma contraria se demostr6 que el aumento de las
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concentraciones de PBZ en los medios de cultivos de multiplicacibn provocan una

disminucion en los coeficientes de propagacion (Marrero et al., 1998).

Marrero et al., 1998, establecieron un protocolo para la micropropagacion de cafia de
azucar en la variedad C1051-73 a través de los SIT a escala productiva, logrando la
formacion de nuevos brotes con 50 ml/explante de medio de cultivo y 1.0 mg/| de PBZ por
30 dias, seguido de la elongacion de los brotes formados, empleando 1.0 mg/l de &cido
giberélico por 15 dias. Luego fueron enraizadas y aclimatadas y comparadas con las
plantas obtenidas por el sistema tradicional de micropropagacion en condiciones de
campo por mas de nueve meses, cuyo comportamiento fue similar en cuanto a altura,

diametro y numero de tallos por planta.

2.9 Influencia del ambiente in vitro en el proceso morfogenético de la propagacion

en los sistemas de inmersiéon temporal

La influencia del ambiente in vitro en el proceso morfogenético de la micropropagaciéon ha
sido poco estudiado, especificamente el efecto que tienen determinados gases que se
acumulan en la fase gaseosa de los frascos de cultivo en los SIT, como son el oxigeno, el
diéxido de carbono y el etileno, siendo el efecto del oxigeno el mas estudiado en la
embriogénesis de diferentes cultivos como Picea abies (Kvaalen y Arnold, 1991), Daucus
carota (Jay et al.,1992; Shigeta et al., 1996; Shimazu y Kurata, 1999), Cyclamen persicum
(Hohe et al., 1999), Oryza sativa L. (Okamoto et al., 1996), cafeto (Jiménez et al.,1995; de
Feria, 2000).

Sin embargo aln es insuficiente la atencion que se le ha prestado a la influencia de otros
componentes del ambiente fisico in vitro, sobre todo en el proceso de inmersién temporal,
como son el diéxido de carbono y el etileno, es conocido que el crecimiento y desarrollo
de las plantas cultivadas in vitro puede ser afectado por la composicién de la atmésfera
gaseosa (Jackson et al., 1987; Blazkova et al., 1989; Kozai et al., 1986, 1989 y 1991), por
su parte Barbon (2003), realiz6 estudios sobre un grupo de aspectos que estan
relacionados con la influencia del ambiente in vitro en el proceso morfogenético de la
embriogénesis somatica, especificamente el efecto que tienen determinados gases que
se acumulan en la fase gaseosa de los frascos de cultivo, como son el oxigeno, el didxido

de carbono y el etileno sobre la embriogénesis somatica).
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Kubota y Kozai, 1992, observaron que las principales caracteristicas del ambiente in vitro
son la elevada humedad relativa, las fluctuaciones diurnas en la concentracion de CO, y
la acumulacion de etileno y otras sustancias téxicas, dando como consecuencia que la
transpiracion, la fotosintesis, la toma de agua, de nutrientes y CO, pueden ser reprimidas
y estimular la respiracion, lo que ocasiona un pobre crecimiento de las plantas (Jeong et
al., 1995), pudiendo aparecer desérdenes fisioldgicos y morfolégicos en las plantas in vitro
(Debergh y Maene, 1984); los cuales incluyen cambios morfogenéticos no deseados que

son muy variados y dependen de la especie vegetal (Jackson et al., 1987).

Es conocido que las plantas cultivadas in vitro liberan sustancias que pueden acumularse
y tener efectos nocivos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas (Heyser y Mott,

1980), siendo el etileno el producto gaseoso mas ampliamente estudiado.

El etileno es un compuesto volatil con efectos como regulador del crecimiento de las
plantas. Este tiende a acumularse en los vasos de cultivo, en especial cuando el
intercambio de aire es limitado y esta acumulacion es asociada con varias respuestas
fisioldégicas de las plantas cultivadas in vitro, tales como: pobre diferenciacion celular
(Miller y Roberts, 1984), ausencia de embriogénesis somatica (Meijer y Brown, 1988;
Purnhauser et al., 1987; Roustan et al., 1989), disminucion de la altura de los brotes y del
area de las hojas (Jackson et al., 1987 y 1991), hiperhidricidad o desarrollo anormal en un
namero de especies (Jackson et al., 1991), senescencia de las hojas y disminucién del
crecimiento (Jackson et al., 1991), poca proliferacion y crecimiento de los callos (Adkins et
al., 1990 and 1993), fotosintesis reducida (Zobayed et al., 1999) o induccién de epinastia
(Zobayed et al., 2001).

Ha sido reportado por Zobayed (2005), que al emplear vasos ventilados (ventilacion
pasiva o forzada), la falta de CO, durante el foto periodo puede ser reducida
considerablemente y mantenerse cercanas a las concentraciones atmosféricas, en
dependencia del tamafio de las plantas cultivadas in vitro, de igual forma reporté que el
contenido de clorofila puede incrementarse significativamente mediante el empleo de
ventilacion forzada (Zobayed (2005) y esto conjuntamente con la mayor disponibilidad de
CO, incrementar las tasas de fotosintesis y el incremento del rendimiento en biomasa y

multiplicacién de los brotes.
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2.10 Influencia de la propagacion in vitro en el rendimiento agricola

Como resultado del rejuvenecimiento o cambios temporales las plantas propagadas in
vitro muestran variaciones que influyen en el rendimiento agricola, tales como:
incremento en el nudmero de tallos o ramas, aumento en la susceptibilidad a

enfermedades, retardo de la floracién (Evans et al, 1986 y Jiménez, 1995).

La caracterizacién morfolégica y agronémica se ha utilizado en el estudio de la estabilidad
genética entre plantas procedentes del cultivo de tejidos in vitro, especialmente en plantas
regeneradas via organogénesis (Smith y Hamill, 1993; Sandoval et al., 1997), ya que es el
método de propagacion in vitro mas utilizado. Por otra parte, son pocos los estudios que
se han realizado sobre la estabilidad genética en plantas obtenidas via embriogénesis y

por los SIT.

En cafia de azlcar, como resultado del rejuvenecimiento o cambios temporales, las
plantas propagadas in vitro han manifestado variaciones como son el incremento en el
retardo de la floracion, el aumento del vigor, el incremento del nUmero de tallos, aumento
de la susceptibilidad a una enfermedad, entre otras, las que influyen en el rendimiento en
el campo (Evans, 1986; Peros y Bonnel, 1990; Jiménez 1995 y Pérez, 1998), lo cual
puede estar asociado a cambios fisiologicos temporales inducidos por el proceso de

cultivo in vitro.

Las enfermedades sistémicas y su incidencia en plantas propagadas in vitro sembradas
en condiciones de campo han sido estudiadas por diferentes autores, los que han
reportado una menor ocurrencia de las enfermedades sistémicas (raquitismo, escalda-
dura, VMCA) sobre la semilla procedente de plantas cultivadas in vitro que en las
sembradas por las formas tradicionales (Anderlini y Kotska, 1986; Jackson et al., 1990;
Flynn y Anderlini, 1990), por otra parte se ha reportado una mayor afectacién por la roya
en plantas micropropagadas, pudiendo estar esto relacionado con los cambios fisiol6gicos

temporales inducidos por el propio cultivo in vitro (Peros y Bonnel, 1990).

En Cuba el Programa Nacional de Semilla ha demostrado que la propagacién in vitro
constituye un sistema muy efectivo para contrarrestar las enfermedades sistémicas que
inciden en el cultivo de la cafia de azucar, obteniéndose mejores rendimientos agricolas
ocasionados por el efecto del rejuvenecimiento y saneamiento de la semilla (Pérez et al.,
1996; Freire, 2001).

17



Revisiin Gitlisgrafica

Lorenzo et al. 1998, comprobaron que los indicadores de desempefio agricola entre las
plantas procedentes de los SIT y las plantas propagadas convencionalmente en campos

de cafia de azUcar por mas de 9 meses se manifiestan en ellas de forma similar.

Estudios realizados con plantas procedentes de los SIT por Lorenzo, 2001, han
demostrado que estos son una herramienta importante para la micropropagacion de la
cafia de azUcar, en sus investigaciones demostré el valor agricola de las plantas de cafia
de azucar obtenidas en los SIT al estudiar su comportamiento en el campo. Por otra parte
también evalué dos tratamientos testigos que representaban las formas convencionales
de micro y macro propagacion. Registré el crecimiento de los plantones de cafia de
azlcar en el primer retofio y la utilizacién de las plantas micropropagadas para la macro
propagacion. Evalué algunas caracteristicas botanicas y quimicas de las plantas,
encontrando diferencias solo entre los dos sistemas de propagacion en los primeros 6
meses de ser cultivadas en el campo, esto en cuanto a la longitud y didmetro del tallo.

Tales diferencias desaparecieron en el transcurso del experimento.

No obstante todos los estudios realizados, comparando la semilla propagada in vitro con
la semilla convencional (esquejes de tres yemas) o semilla tratada con calor, han
demostrado que la propagaciéon in vitro es un sistema convincente para combatir las
enfermedades sistémicas que afectan la cafia de azucar, presentando ventajas
adicionales respecto al rendimiento agricola, debido al efecto combinado del saneamiento

y el rejuvenecimiento.
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarroll6 en la Biofdbrica de Cafia de Azlcar perteneciente al

Ingenio Santa Ana en la Republica de Guatemala, en los afios 2006, 2007 y 2008.

En la Biofdbrica del Instituto Nacional de Investigaciones de la Cafia de Azucar (INICA,
Cuba) y en la Biofabrica “Gobernador Miguel Arrdez”, perteneciente al Centro de
Tecnologia Estratégicas del Nordeste, Pernambuco, Brasil, se desarroll6 el escalado de

los resultados que se derivaron de los experimentos de esta tesis.
3.0. Procedimientos generales
Material vegetal

Como material vegetal inicial se utilizaron apices meristematicos de tres variedades de
cafia de azucar (CP72 2086, Mex79 431 y la RB73 2577), los que se encontraban en
condiciones de campo en el banco de donantes del Ingenio Santa Ana de la Republica de
Guatemala. Los donantes de los utilizados en la Biofabricas de Brasil (RB73 2577) y Cuba

(Mex79 431) procedian de sus respectivos bancos de donantes.

Los procedimientos para el establecimiento y el cultivo in vitro se desarrollaron segun la
metodologia propuesta por Jiménez et al. (1995), para la micropropagacion de la cafa de
azucar. Los explantes fueron cultivados en frascos de 250 ml, afiadiéndoseles 25 ml de
medios de cultivos. Para el montaje de los experimentos en los SIT se utilizaron clusteres

de 2 a 3 brotes con mas de 1.0 cmde altura, en segundo subcultivo de multiplicacion.
Instrumental de laboratorio

Con el fin de lograr la manipulacion aséptica del material vegetal utilizado en los
experimentos, todo el instrumental fue esterilizado en estufa con flujo de aire forzado, a

una temperatura de 180 °C durante dos horas.

Posteriormente para la desinfeccion en la cabina de flujo laminar durante las operaciones
de transferencias, el instrumental se colocé en soluciones de hipoclorito de sodio
(NaOCl) al 1 % segun la metodologia propuesta por Agramonte et al. (1993). Todas las
operaciones de diseccion y transferencia se realizaron en cabinas de flujo laminar

horizontal.

19



Watosiatos Ve Wetodos

Medios de cultivo

El medio de cultivo para el establecimiento fue el medio de cultivo basal compuesto por
las sales Murashige y Skoog (1962), sales MS suplementado con las vitaminas
propuestas por Heinz y Mee (1969), 100 mg.L™ de mioinositol, 0,2 mg.L™* de
6-Benzylaminopurina (6 BAP), 2 % de sacarosa, se ajusto el pH a 5,8 con NaOH (1.0 N) y
HCI (1.0 N) previo a la esterilizacion (Jiménez, 1995). Como agente gelificante se utilizé
Agar (SIGMA Chemical Co), arazéon de 5.0 g.L™.

El medio de cultivo para la multiplicacion en la micropropagacion convencional fue el
medio de cultivo basal compuesto por las sales MS, las vitaminas propuestas por Heinz y
Mee (1969), 100 mg.L'l de mioinositol, 0,3 mg.L'l de 6 BAP, 3,0 % de sacarosa en estado
liquido o semisolido. En el estado semisélido se utiliz6 como agente gelificante Agar-
Agar (SIGMA Chemical Co), a razén de 5.0 g.I'" y se ajust6 el pH a 5,8 con NaOH (1.0 N)
y HCI (1.0 N) previo a la esterilizacién (Jiménez, 1995).

Para la multiplicacién en los Sistemas de Inmersion Temporal el medio de cultivo utilizado
estuvo compuesto por las sales MS, enriquecidas con 0,6 mg.L™ de 6-BAP, 1,0 mg.L*
de Paclobutrazol (PBZ), 100 mg.L™" de mioinositol, 3,0 % de sacarosa y se regulé el pH

previo a la esterilizacion a 5,8 (Lorenzo et al., 1998).

En la elongacion de los explantes en los SIT el medio de cultivo empleado estaba
compuesto por las sales MS, enriquecidas con 100 mg.L™ de mioinositol, 1 mg.L™" de
acido giberélico, 1,0 mg.L™ vitamina y 3,0 % de sacarosa y se regulé el pH a 5,8 previo

a la esterilizacion (Lorenzo et al., 1998).

El enraizamiento de los explantes en los SIT se realizé utilizando el medio de cultivo
compuesto por las sales MS, suplementada con 100 mg.L™* de mioinositol, 1.3 mg.L™ de
AIA (Acido Indolacético), 4.0 % de sacarosa y se regul6 el pH previo a la esterilizacion a
5,8 (Jiménez, 1995).

La esterilizaciéon de los medios de cultivos de los SIT se efectué en una autoclave

horizontal a 121 °C y 1,2 Kg.f.cm.? de presiéon durante 20 minutos.
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Componentes de los Sistema de Inmersion Temporal

El Sistema de Inmersion Temporal (SIT) estuvo conformado por dos frascos de
polipropileno (NALGENE) de 10 litros, los que contenian 4 litros de medio de cultivo, uno
de los frascos es utilizado como vaso de cultivo para el crecimiento de los explantes y otro

como depdésito del medio de cultivo (Lorenzo et al., 1998; de Feria et al., 2002).

Los frascos fueron conectados entre si por una manguera de silicona (6 mm de didmetro
interior) mediante los conectores de plastico que tienen las tapas. En la parte interna de la
tapa se coloc6 una manguera de 6 mm de silicona al conector interno, el mismo en que se
encuentra la manguera que une los frascos por su parte exterior. La manguera interna
desciende hasta el fondo de los botellones, de modo que permitid el intercambio del
medio de cultivo, la que debe tener menos flexibilidad que las exteriores para evitar su

suspension junto con los explantes y el medio de cultivo al momento de la inmersion.

El medio de cultivo circuld de un frasco a otro mediante la presion de aire que es regulada
por un manémetro acoplado a un compresor y controlada por la apertura o cierre de las
electrovalvulas (Solenoides de %:") de dos vias, las que al abrirse y cerrarse
indistintamente permitieron la circulacién del aire y por consiguiente del medio de cultivo
de un recipiente a otro. Estas fueron conectadas a un temporizador programable, con el
gue se reguld la frecuencia y la duraciéon de la inmersién (Lorenzo et al.,, 1998), en la

figura 2 se ilustra como un todo el diagrama para la conexién de este sistema.

G

® c';
> ¢

Figura 2. Conexion de los componentes del sistema de inmersion temporal, A: Compresor, B: Man6metro, C:

Vélvulas de entrada de aire, D: Valvulas de salida del aire, E: Filtros Milipore, F: Frascos, G: Mangueras de Silicona
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En la conexidn de las tuberias conductoras del aire con los frascos se colocaron filtros

hidrofébicos (0.22 ym (Milipore y Sartorius AG), para el filtraje del aire (Figura 3).

C Figura 3: Conexion de las mangueras y filtros en los SIT
ondiciones de incubacion

Los explantes se colocaron en camaras de crecimiento con luz natural con una intensidad
luminosa de 100-125 pmol.m?.s™ y una temperatura promedio de 28+1 °C segin lo
descrito por De Feria et al. (2002). El foto periodo fue de 16 h luz y 8 h de oscuridad. El
SIT se ajustd a una frecuencia de inmersion de 5 minutos cada 3 horas. La fase de
proliferacion se desarroll6 durante 4 semanas, la de elongacién por 2 semanas y la fase

de enraizamiento durante 3 semanas.
Aclimatizacion

Las plantas de todos los experimentos enraizadas in vitro fueron llevadas a la fase de
aclimatizacion, con el fin de evaluar la eficiencia de los medios empleados en la fase de
enraizamiento con relacién a su sobrevivencia en la aclimatizacion. A las 3 semanas de
cultivo en medio de enraizamiento las plantas fueron trasplantadas a bandejas de
polieturano que poseian 52 cm de largo, 29 cm de ancho y 4 cm de alto, con 72 alveolos,

las cuales fueron previamente llenadas con sustrato formulado con compost, tierra negra
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(Cambisol Eutrico segun la clasificacion de suelos de Spaargaren et al., 1994) y

vermiculita en una proporcién (60-30-10).

El compost procedia del ingenio Santa Ana (Guatemala), sustrato al cual se le determiné
su caracterizacion quimica en los laboratorios del ingenio (pH 7.4, MO 29.24 %, N 1.20 %,
K 0.57 %, Ca 2.95 %, CE 1.03, Mg 3.26 %, C/N 13.4). La tierra negra fue tomada de los
terrenos de la Biofabrica y esterilizada a 180 °C en un esterilizador con resistencias
eléctricas construido para esos fines, mientras que la vermiculita provenia de la planta de
los Volcanes, con una granulometria en el rango < 4 mm, con una alta capacidad de

intercambio catiénico (CIC) superior a 200 meq/100g.

Las plantas crecieron en condiciones de luminosidad reducida al 60 %, mediante una
malla plastica Saran, a una temperatura promedio de 28+2 °C y con una humedad relativa
del 80 %. El riego se realiz6 mediante la técnica de riego localizado con microaspersores
aéreos, con una frecuencia de 3 riegos diarios en las dos primeras semanas y dos en las
restantes, con una duracion de 2 a 5 minutos cada uno. La fase de aclimatizacién se

desarrollé durante 6 semanas segun Rodriguez et al. (2003).

3.1 Influencia de la presién de aire en los SIT sobre los parametros morfolégicos de

las plantas cultivadas in vitro

Con el objetivo de estudiar la influencia que ejerce la presién de aire que queda en los
frascos después de la inmersién sobre los parametros morfologicos de las plantas

cultivadas in vitro, se compararon dos configuraciones de SIT.

La primera variante es la utilizada por Lorenzo et al., (1998, 2000), la cual mantiene la
presion de aire después de la inmersion dentro de los frascos (Figura 4 (l). Para la
segunda variante se afiadio una tercera valvula Solenoide de %" con el objetivo de liberar
la presion de aire en los frascos como se muestra en la Figura 4 (ll). Las variantes

contaron con 9 réplicas por SIT cada una.

23



Watosiatos Ve Wetodos

(1 (I

Figura 4. Diagrama de las dos configuraciones de SIT empleadas, sistemas de inmersion temporal con
presion, A: Compresor, B: Man6metro, C: Valvulas de entrada de aire, D: Valvulas de salida del aire, E: Filtros
Milipore, F: Frascos, G: Mangueras de Silicona, sistemas de inmersion temporal sin presién, A: Compresor, B:
Manémetro, C: Valvulas de entrada de aire, D: Valvulas de salida del aire, E: Filtros Milipore, F: Frascos, G:

Mangueras de Silicona

Los explantes que se utilizaron para iniciar los experimentos eran brotes con mas de 1.0
cm de altura de la variedad CP72 2086 procedente del banco de donantes de la
Biofabrica, los que se encontraban en un segundo subcultivo de multiplicacién y se

inocularon 40 brotes por SIT.

La formulacion de los medios de cultivo para las fases de multiplicacion y elongacion en
los SIT fue la recomendada por Lorenzo et al., (1998) y para el enraizamiento se utilizo el
medio de cultivo propuesto por Jiménez (1995), los que fueron explicados en los

procedimientos generales.
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Las variables que se evaluaron en las distintas fases fueron:

Fase de multiplicacion: Numero total de plantas por SIT y calculo de los coeficientes de

multiplicacion.

Fase de enraizamiento: Porcentaje de plantas con raiz, nimero hojas, porcentaje de
plantas deformadas, longitud de los tallos (cm) desde la base hasta la hoja +1, grosor de

los tallos (cm), la longitud de las hojas (cm) y ancho de las hojas (cm).

Fase de aclimatizacién: Conteo de la sobrevivencia de las plantas con raiz y de las

plantas sin raiz a los 15 y 30 dias de sembradas.
Procesamiento estadistico

Para el procesamiento estadistico de los datos se empled la prueba no paramétrica de
Mann Whitney para p < 0,05. Se utilizé el paquete estadistico de SPSS/PC version 18

para Windows.
3.2 Eliminacion de la etapa de elongacion en la propagacion en los SIT

El objetivo de este experimento fue estudiar la posibilidad de eliminar la fase de
elongacién de la cafia de azucar en los SIT. Para ello se evaluaron dos tratamientos, el
primero fue el protocolo descrito por Lorenzo et al., (1998), que consta de una fase de
multiplicacion con MS + 0.6 mg.L' de 6-BAP y 1.0 mg.L" de PBZ, una fase de
elongacion con MS + con 0,05 mg.L™! AG;y finalmente la fase de enraizamiento con MS +
1.3 mg.L" de AIA (Jiménez, 1995), fueron montadas 9 réplicas en cada tratamiento. El

diagrama del tratamiento se muestra en la figura 5 (A).

En el segundo tratamiento se emple6 el medio de cultivo de multiplicacion con MS + 0.6
mg.L'l de 6-BAP, O mg.L'l de PBZ, con transferencia directa a la fase de enraizamiento,
utilizando el medio de cultivo propuesto por Jiménez, (1995) y fueron montadas 9 réplicas
en cada tratamiento. En la figura 5 (B) se muestra el esquema utilizado para el

experimento con los SIT.
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multiplicaciéon con MS +
0.6mg.L de 6-BAP+

0,5mg.L" PBZ

Tiempo: 4 semanas
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Medio de cultivo de
multiplicacion con MS
+0.6 mg.L" de 6-

BAP + 0 mg.L™" PBZ
Tiempo: 4 semanas

Medio de cultivo de
elongacion con MS +
1,0 mg.L " de AG;
Tiempo: 2 semanas

Medio de cultivo
de enraizamiento
MS +1.3mg.L" de
AlA
Tiempo: 3 semanas

Medio de cultivo de
enraizamiento MS +
1.3mg.L de AIA
Tiempo: 3 semanas

Aclimatizacién de
las plantas.
Tiempo: 6 semanas

Aclimatizacion de
las plantas.
Tiempo: 6 semanas

Figura 5. Comparaciéon de dos procedimientos de propagaciéon en los sistemas de inmersion temporal,

A: SIT con 0,5 mg.L'lde PBZ en el medio de multiplicacion y fase de elongacion, B: SIT sin PBZ en el medio de

multiplicacion y transferencia directa a enraizamiento

Para el montaje de los experimentos los explantes que se utilizaron fueron brotes con

més de 1.0 cmde altura de la variedad CP72 2086, procedente del banco de donantes

de la Biofabrica del Ingenio Santa Ana, los que se encontraban en un segundo subcultivo

de multiplicacion (de Feria, 2002).
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Las variables evaluadas en las distintas fases fueron:

Fase de multiplicacion: Numero total de plantas por SIT y célculo de los coeficientes de

multiplicacion.

Fase de enraizamiento: Porcentaje de plantas con raiz, porcentaje de plantas
deformadas, longitud de los tallos (cm) desde la base hasta la hoja +1, grosor de los tallos

(cm), ancho de las hojas, la longitud de las hojas (cm), numero de hojas .

Fase de aclimatizacién: Conteo de la sobrevivencia de las plantas con raiz y de las

plantas sin raiz a los 15 y 30 dias de sembradas.
Procesamiento estadistico

Para el procesamiento estadistico de los datos se empled la prueba no paramétrica de
Mann Whitney para p < 0,05. Se utilizé el paquete estadistico de SPSS/PC version 18

para Windows.
3.3 Efecto de la densidad de in6culo y el tiempo de cultivo

Como objetivo de este experimento se planted estudiar el efecto vinculado de la densidad
de in6culo y el tiempo de cultivo (fases de multiplicacion y enraizamiento) sobre la

produccion total de brotes por SIT y la calidad final de las plantas producidas.

Para esto se evaluaron dos tratamientos, en el primero se inocularon 40 explantes por SIT
y el tiempo de cultivo fue de 7 semanas, 4 semanas de multiplicacién y 3 semanas de
enraizamiento. Para el segundo tratamiento se inocularon 35 explantes y el tiempo de
cultivo fue de 6 semanas, 4 semanas de multiplicacion y 2 semanas de enraizamiento,

ambos tratamientos contaron con 9 réplicas.

Para el montaje de los dos tratamientos se utilizé la variante (B) del experimento 3.2,
empleandose el medio de cultivo de multiplicacién con MS + 0.6 mg. L * de 6-BAP, 0
mg.L 1 de PBZ, con transferencia directa a la fase de enraizamiento, utilizando el medio
de cultivo propuesto por Jiménez, (1995). Se montaron 9 réplicas en cada tratamiento,
tomandose como patron los estudios realizados por Jiménez et al., (1995), de Feria et
al., (1998 y 2002) y Albany (2001).
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Los explantes que se utilizaron fueron brotes con mas de 1.0 cm de altura de la
variedad CP72 2086, provenientes del banco de donantes del Ingenio Santa Ana, los que

se encontraban en un segundo subcultivo de multiplicacién (de Feria, 2002).

Al terminar estas fases las plantas cultivadas en los SIT fueron sembradas en la fase de

aclimatizacion de la Biofabrica.
Como parédmetros a evaluar en las diferentes fases se midieron:

Fase de multiplicacion: Numero total de plantas por SIT y célculo de los coeficientes de

multiplicacion.

Fase de enraizamiento: Porcentaje de plantas con raiz, porcentaje de plantas
deformadas, longitud de los tallos (cm) desde la base hasta la hoja +1, grosor de los tallos

(cm), nimero de hojas, ancho de las hojas (cm), la longitud de las hojas (cm).

Fase de aclimatizacién: Conteo de la sobrevivencia de las plantas con raiz y de las

plantas sin raiz a los 15 y 30 dias de sembradas.
Procesamiento estadistico

Para el procesamiento estadistico de los datos se empled la prueba no paramétrica de
Kruskall Wallis para p < 0,05. Se utilizé el paquete estadistico de SPSS/PC version 18

para Windows.
3.4 Escalado de la propagacion en los SIT en 3 genotipos de cafia de azUcar

El objetivo de este ensayo fue evaluar la eficiencia de las mejoras introducidas en la
propagacion en los SIT obtenidas en los experimentos anteriores, en 3 genotipos
comerciales de cafa de azucar de interés para las Republicas de Guatemala, Brasil y
Cuba. Las variedades utilizadas fueron la CP72 2086 (control utilizado en los anteriores
experimentos), siendo ésta la principal variedad de la industria azucarera en Guatemala
con un 60 % en su composicion varietal, la RB73 2577 de interés para algunas regiones
cafieras del Brasil y la Mex79 431con las que se han realizado algunas pruebas en Cuba

y ocupa el 15 % en la composicién varietal del ingenio Santa Ana de Guatemala.

Para el montaje del ensayo se utiliz6 el medio de cultivo de multiplicacién con MS + 0.6

mg.L'l de 6-BAP, O mg.L'l de PBZ, con transferencia directa a la fase de enraizamiento

28



Watosiatos Ve Wetodos

utilizando el medio de cultivo propuesto por Jiménez, (1995). Se montaron 9 réplicas en
cada tratamiento, tomandose como patron los estudios realizados por Jiménez et al.,
(1995), de Feriaetal., (1998 y 2002) y Albany (2001).

Los explantes que se utilizaron fueron brotes con mas de 1.0 cm de altura,
provenientes del banco de donantes de la Biofabrica del Ingenio Santa Ana, los que se

encontraban en un segundo subcultivo de multiplicacion (de Feria., 2002).

En los afios 2007 y 2008 se realizd el escalado en la Biofabrica del Ingenio Santa Ana de
Guatemala, con un total de 48 SIT por variedad (CP72 2086, Mex79 431 y la RB73
2577), en la Biofébrica de Brasil el escalado se realizé con la variedad RB73 2577 y en
Cuba con la variedad Mex79 431.

Las plantas cultivadas y enraizadas en los SIT fueron sembradas en la fase de

aclimatizacion de la Biofébrica.
Como parametros a evaluar en las diferentes fases se midieron:

Fase de multiplicacion: Numero total de plantas por SIT y calculo de los coeficientes de

multiplicacion.

Fase de enraizamiento: Porcentaje de plantas con raiz, longitud de los tallos (desde la

base hasta la hoja +1), grosor de los tallos.

Fase de aclimatizacion: Conteo de la sobrevivencia de las plantas con raiz y de las

plantas sin raiz a los 15 y 30 dias de sembradas.
Procesamiento estadistico

Para el procesamiento estadistico de los resultados del experimento realizado se empleé
la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para p < 0,05. Se utiliz6 el paquete

estadistico de SPSS/PC version 18 para Windows.

3.5 Estudio en campo de plantas propagadas en los SIT en 3 genotipos de cafa de

azlcar

El objetivo del experimento fue estudiar el comportamiento en campo de las plantas

propagadas en los SIT en comparacion con plantas propagadas por el sistema tradicional.

29



Watosiatos Ve Wetodos

Se utilizaron 3 genotipos de cafia de azucar de interés comercial para las Republicas de
Guatemala, Brasil y Cuba. Las variedades utllizadas fueron la CP72 2086 (control
utilizado en los anteriores experimentos) siendo esta la principal variedad de la industria
azucarera en Guatemala con un 60 % en su composicion varietal, la RB73 2577 de
interés para algunas regiones cafieras del Brasil y la Mex79 431con las que se han
realizado algunas pruebas en Cuba y ocupa el 15 % en la composicion varietal del ingenio

Santa Ana de Guatemala.

El disefio experimental utilizado fue el de parcela dividida, las que estaban conformadas

por 3 surcos de 6,5 m de largo, evaluandose dos tratamientos con 3 réplicas.

Los ensayos se montaron en suelos Mollic Eutrustept segun clasificacion de Hernandez et
al. (1996, 1999) y de Soil Survey Staff. Soil Taxonomy (1999), siendo estos suelos de alta

fertilidad, pertenecientes al Ingenio Santa Ana en la Republica de Guatemala.

En todos los ensayos se realizaron aplicaciones de fertilizante férmula completa en el
momento de la siembra, a razén de 75 kg/ha de Nitrégeno, 50 kg/ha de fésforo (P,Os) y
Potasio (K;O) a razon de 50 kg/ha; y 75 kg de nitrdgeno en forma de urea a los tres
meses de plantados, segun la metodologia propuesta por Jiménez et al. (1995). El ensayo
fue sembrado en marzo de 2007 y se cosecho para ser evaluado a los 13 meses (abril de
2008).

Para el primer tratamiento fueron utilizadas las plantas propagadas en los SIT del
experimento 3.4, las que se sembraron a una distancia de 1.20 m por 0.60 m (10 plantas

por surco), realizdndose 2 riegos semanales durante el primer mes de sembradas.

Para el segundo tratamiento se utilizaron estacas tradicionales de tres yemas y la
densidad de siembra fue de 12 yemas por metro lineal, Jiménez et al. (1995),
sometiéndose a tratamiento térmico por hidrotermoterapia a 50.5 °C durante dos horas
(Chinea y Pérez, 1997; Pifidn, 2001).

Se cuantificé el numero de tallos por metro lineal, el nUmero de yemas por tallo y por
planton, el diametro (mm) y altura de los tallos (cm), se determinaron las toneladas de
cafa por hectarea (TCH) y toneladas de azUcar por hectarea (TAH), para ello se cortaron
4 m lineales por cada parcela (2 muestras de 2 m), pesando las muestras completas con

un dinamémetro de campo. Las toneladas de azlucar por hectarea (TAH) fueron
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determinadas en el laboratorio del Ingenio Santa Ana, donde se molieron dos muestras

por parcela.

Para el procesamiento estadistico de los resultados del experimento realizado se empleé
la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para p < 0,05. Se utiliz6 el paquete

estadistico de SPSS/PC version 18 para Windows.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Influencia de la presién de aire en los S.I.T. sobre los parametros morfolégicos
de las plantas cultivadas in vitro

La liberacion o no de la presion de aire en los vasos de cultivo después de la inmersion
tuvo una incidencia directa sobre la capacidad de multiplicacion y la morfologia de las

plantas cultivadas in vitro (Figura 6).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las dos configuraciones
de SIT estudiadas, para las variables numero total de plantas producidas por SIT y el

coeficiente de multiplicacion.

Como se observa en la Tabla 1, el mayor nimero de plantas producidas por SIT y el
mayor coeficiente de multiplicacion se manifesté en los SIT donde se libera la presion de

aire al terminar el proceso de inmersion.

Figura 6. Produccion de biomasa vegetal y caracteristicas morfolégicas de las plantas
propagadas en las dos configuraciones SIT, A: Con presién de aire, B: Sin presién de aire

Tabla 1. Influencia de la presién de aire en los SIT sobre el numero total de plantas
producidas y el coeficiente de multiplicacion

SIT con presion SIT sin presién

_ Rangos _ Rangos
X E.E medios X E.E | medios
No. total de No. total de plantas
plantas 4120.1 £17.25 45.0b : P 4594.4 +16.65 126.0a

producidas/SIT producidas/SIT

Coeficiente de Coeficiente de
multiplicacién 82.2 £17.90 45.0b multiplicacién 92.3 £16.65 126.0 a

*Rangos medios con letras distintas en una misma fila difieren estadisticamente para p< 0.05 segun prueba de Mann
Whitney
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Las variables morfolégicas (longitud del tallo, grosor del tallo, ancho de las hojas y
porcentaje de plantas con raiz) manifestaron sus mejores resultados estadisticos cuando
no existio presién dentro de los vasos de cultivo en los SIT. No asi con el nimero y
longitud de las hojas, que no expresaron diferencias significativas entre los tratamientos
(Tabla 2), mientras que el mayor porcentaje de plantas deformadas (Figura 7) se observo

en los SIT con presion.

Tabla 2. Efecto de la presion de aire en los SIT sobre la morfologia de las plantas
producidas

SIT con Rangos SIT sin Rangos

presion : medios presion : medios

Longitud del
Tallo (cm)

Longitud del
Tallo (cm)

8.9 +0.11 47.00 b 12.8 +0.17 124.00 a

Grosor del tallo
(mm)

Grosor del tallo
(mm)

0.4 +0.012 59.50 b 0.5 +0.010 11150 a

Anchodelas 0340008  54.00b | Arehedelas  g540015  117.00a

hojas hojas
% de plantas % de plantas
con raiz/SIT 55.6 +0.26 46.00 b con raiz/SIT 62.5 +0.26 125.00 a
Numero de Numero de
hojas 3.2 +0.04 81 n.s. hojas 3.3 +0.05 90 n.s.
Longitud de las Longitud de las
hojas 11.5 +0.14 64 n.s. hojas 12.7 +0.11 107 n.s.
% de plantas 2.29 +0.03 124.00 a % de plantas 1.55 #0.02 47.00b
deformadas/SIT deformadas/SIT

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

Figura 7. Plantas mostrando un desarrollo normal (A) y plantas deformadas (B)
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El efecto directo de la presion de aire en los vasos de cultivo sobre las células y tejidos de
plantas cultivadas en medios de cultivo liquidos aun no ha sido esclarecido, aunque se
reconoce que el incremento de la misma puede afectar la morfologia de las células y

tejidos.

En el cultivo de células en biorreactores el aumento de la presion de aire usualmente
incrementa la disponibilidad de oxigeno disuelto en el medio de cultivo. La practica de
incrementar la presion a 5-10 p.s.i. no solamente reduce los riesgos de contaminacion
(por fugas en el vaso), sino que casi duplica el equilibrio de oxigeno disuelto en el medio
de cultivo liquido (Curtis, 2005). En los SIT debido a que el medio de cultivo solo entra al
vaso de cultivo donde estan las plantas de manera intermitente, la influencia que pueda
tener la presion de aire sobre el contenido de oxigeno en la atmosfera no deber ser el

factor primario responsable de los cambios en la morfologia de las plantas.

Sin embargo, los resultados obtenidos en este experimento probablemente tengan su
mejor explicacion en la diferente composicion de otros gases como el etileno y el CO, que
se logra en las dos configuraciones de SIT ensayadas. En los SIT donde no se libera la
presion de aire no hay renovacion de la atmésfera hasta la siguiente inmersion que ocurre
6 horas mas tarde; mientras que en los SIT con liberacion de la presién hay una constante

renovacion pasiva de la atmésfera.

Desde hace algun tiempo se ha reconocido que el crecimiento y desarrollo de las plantas
cultivadas in vitro puede ser afectada por la composicion de la atmosfera gaseosa

(Jackson et al., 1987; Blazkova et al., 1989; Kozai et al., 1986, 1989 y 1991).

El ambiente gaseoso dentro de los vasos de cultivo sin intercambio es anormal en
comparacion con el ambiente ex vitro. Las principales caracteristicas del ambiente in vitro
son la elevada humedad relativa, las fluctuaciones diurnas en la concentracion de CO, y
la acumulacion de etileno y otras sustancias toxicas (Kubota y Kozai, 1992). Como
consecuencia de ello la fotosintesis, la transpiracion y la toma de de agua, nutrientes y
CO, pueden ser reprimidas y se estimula la respiracion, lo que resulta en un pobre
crecimiento (Jeong et al., 1995) y la aparicion de desérdenes fisioldgicos y morfolégicos
en las plantas in vitro (Debergh y Maene, 1984); los cuales incluyen cambios
morfogenéticos indeseables que son muy variados y dependen de la especie (Jackson et
al., 1987).
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El objetivo principal de ventilar los vasos de cultivo es mejorar el ambiente gaseoso y
minimizar las diferencias entre el ambiente in vitro y el ex vitro. Las plantas cultivadas in
vitro liberan una variedad de sustancias que pueden acumularse y tener efectos
significativos sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas (Heyser y Mott, 1980). El

producto gaseoso de las plantas mas ampliamente estudiado es el etileno.

El etileno es un compuesto volatil que ha recibido considerable atencion por su efecto
como regulador del crecimiento de las plantas. Se conoce que el etileno tiende a
acumularse en los vasos de cultivo, especialmente cuando el intercambio de aire es
limitado y esta acumulacion es asociada con varias respuestas fisiologicas de las plantas
cultivadas in vitro, tales como induccién de epinastia (Zobayed et al., 2001), fotosintesis
reducida (Zobayed et al., 1999), senescencia de las hojas y disminucion del crecimiento
(Jackson et al., 1991).

Los cultivos in vitro pueden verse afectados por la acumulacion de etileno y provocar por
ejemplo en una pobre diferenciacion celular (Miller y Roberts, 1984), ausencia de
embriogénesis somatica (Meijer y Brown, 1988; Purnhauser et al., 1987; Roustan et al.,
1989), disminucion de la altura de los brotes y del area de las hojas (Jackson et al., 1987

and 1991) o pobre proliferacion y crecimiento de los callos (Adkins et al., 1990 and 1993).

La acumulacion de etileno en los vasos de cultivo puede ser responsable también de la
hiperhidricidad o desarrollo anormal en un nimero de especies (Jackson et al., 1991). El
intercambio de gases de los vasos afecta la concentracion de etileno y por tanto, cuando
hay ventilacion forzada el etileno no se acumula debido a que es constantemente

eliminado del vaso.

Zobayed (2005), describe también que al emplear vasos ventilados (ventilacion pasiva o
forzada) la falta de CO, durante el foto periodo puede ser reducida considerablemente y
dependiendo del tamafio de las plantulas, las concentraciones pueden mantenerse
cercanas a la concentracion atmosférica, lo que no ocurre en los SIT donde se mantiene
la presion interna y no hay intercambio gaseoso entre las inmersiones. Por otro lado la
ventilacion pasiva o forzada de los vasos puede reducir de manera adecuada la

acumulacion de CO, durante el periodo de oscuridad.

En los sistemas sin intercambio o con intercambio limitado la acumulacién de etileno

resulta en un contenido bajo de clorofila en las hojas. El contenido de clorofila puede
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incrementarse significativamente mediante el empleo de ventilacién forzada (Zobayed
(2005) y esto conjuntamente con la mayor disponibilidad de CO, incrementar las tasas de
fotosintesis y el incremento del rendimiento en biomasa y multiplicacion de los brotes.

En la Figura 8 se observa que las plantas con raices procedentes de los SIT donde no
existid presion de aire en el interior de los frascos presentaron un mayor porcentaje de
sobrevivencia cuando fueron transferidas a fase de aclimatizacion, tanto a los 15 como a
los 30 dias después del trasplante. Esto tiene su explicacion en que las plantas
producidas en los SIT sin presion presentaban un mayor y mejor desarrollo morfolégico.

100 1'88.3b f:..“ 89.4a
20 71.0 70.9
80 /_ n.s n.s
70 -
60 -
% de 50 28.9 29.0

sobrevivencia 40 L ns n.s
30 -
20 -
10 /_

0
" SITcon presion féi”f:é cinrars féi"f:é Ei':’:‘a?:
15 dias 30dias

= SIT sin presion

* Rangos medios con letras distintas difieren estadisticamente para p< 0.05 segln prueba de Mann Whitney

Figura 8. Sobrevivencia de las plantas a los 15y 30 dias de trasplantadas a la fase de
aclimatizacion
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Los mayores porcentajes de pérdidas de las plantas en la fase de aclimatizacion en las
plantas sin raiz para ambas configuraciones de SIT se presentaron entre los 15 y los 30
dias después de trasplantadas, momento en que se realizé el segundo muestreo. A

partir de ese momento no se produjeron nuevas pérdidas en ninguno de los tratamientos.

Esto puede estar dado ya que en la fase de aclimatizacion en la cafia de azulcar se
pueden establecer dos etapas bien diferenciadas, un periodo de lento crecimiento con
baja formacion de raices y numero de hojas, en el cual las plantulas realizan sus
funciones a expensas de las reservas adquiridas en la fase in vitro; la otra etapa es
caracterizada por un crecimiento rapido, asociado a una nueva emision del sistema
radical y a la formacion de hojas con caracteristicas normales, lo que reafirma los
resultados obtenidos en la etapa de aclimatizacion por Rodriguez et al. (2003) y por
Pelhare et al. (2004) en estudios realizados sobre plantas de cafia de azUcar y

Eucalyptus urograndis respectivamente, provenientes de SIT.

Los resultados obtenidos en este acapite permiten concluir que la configuraciéon de SIT
con liberacion de la presién interna (intercambio pasivo) indujo un mejor desarrollo
morfologico de las plantas y coeficientes de multiplicacion que los SIT donde se mantiene
la presion de aire (sin intercambio), lo que también se reflejé en una mayor sobrevivencia

de las plantas cuando son trasplantadas a la fase de aclimatizacion.
4.2. Eliminacién de la etapa de elongacion en la propagacion en los SIT

Como se observa en la Tabla 3 al comparar el tratamiento con eliminacion de la etapa de
elongacién con el protocolo descrito por Lorenzo et al., (1998) para la propagacion de
cafia de azucar en los SIT, los mejores resultados en cuanto al nimero total de plantas
producidas por SIT y el coeficiente de multiplicacién se lograron en este Ultimo. Estas
diferencias deben estar dadas por la presencia de PBZ como regulador del crecimiento
utilizado en el medio de cultivo de multiplicaciéon propuesto por Lorenzo et al., (1998), ya

gue éste compuesto constituye un importante inhibidor de la sintesis de giberelina.

Estos resultados coinciden con los estudios realizados por Ziv., (1995), Lorenzo et al.
(1997, 1999), Marrero et al., (1998) y Albany et al (2005) los que plantean que cuando se
emplea PBZ en los medios de cultivos de multiplicaciéon en los SIT en las concentraciones
adecuadas, se produce un incremento en la produccion de brotes, lo cual esta

relacionado con un mejor metabolismo de las citoquininas.
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Tabla No 3. Eliminacién de la etapa de elongacion en la propagacion en los SIT y su
influencia sobre el numero total de plantas producidas y el coeficiente de multiplicacion

Con fase d Rangos Sin fase de
on rase ae -z
elongacion X E.E medios elongacion
E.E
No. total de No. total de
plantas :1%155 122'00 plantas ffg?é 45.00 b

producidas/SIT B producidas/SIT B
Coeficiente de 923+ 126.00 | Coeficiente de 76.1 45 00b
multiplicacion 0.33 a multiplicacion +0.36 '

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

Las plantas con mejores caracteres morfolégicos se desarrollaron en los SIT cuando no
se utilizé PBZ en el medio de cultivo de multiplicacién y se eliminé la fase de elongacion,

tal como se observa en la Tabla 4.

Tabla 4. Eliminacion de la etapa de elongacion en la propagacion en los SIT y su
influencia sobre las caracteristicas morfologicas de las plantas propagadas

Con fase de _ Rangos  Sin fase de Rangos

elongacion : medios elongacion : medios
L?gﬁg‘égnf)e' 12.8 40.17 45.0b L?gﬁg‘égnf)e' 17.5+0.14 126.0a
Groso(que)l tallo 0.6 40.010 59.0 b Groso(rcr?sl tallo 07 40.012 1125 a
Aﬂgjha(; ?SHLE;S 0.5 +0.015 54.0b Aﬂg}‘a‘; ?sn'f;s 0.7 +0.011 117.0a
Ndmero de hojas 310.05 55.5b Nimero de hojas 4 %0.08 115.5a
Long:]t(‘)‘j‘;se las 15.5 +0.17 64.0b Longﬁfgj‘;ge las 1984014 107.0a
% derglii,”stf‘ﬁ N 62.2+0.26 45000 | % derglii,”stf‘f N 950+0.34 126.00 a
ibdeplantas 1 6+106 12600a | Jedeplantas ;501034 45.00 b

*Rangos medios con letras distintas en una misma fila difieren estadisticamente para p< 0.05 segun prueba de Mann
Whitney
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Los mayores valores de longitud del tallo, grosor del tallo, ancho de las hojas, numero y
longitud de las hojas y porcentaje de plantas enraizadas se obtuvieron en el medio de
cultivo de multiplicacion sin PBZ y sin fase de elongacion (Tabla 4). Este compuesto
quimico se encuentra entre los compuestos triazolicos inhibidores de la sintesis de
giberelina, los que han sido utilizados ampliamente en la agricultura para el control del
crecimiento de las plantas, asi como para lograr la disminucién de la longitud y nimero de
raices (Aron et al., 1985; Early y Martin., 1988); Beausher y Yelenosky., 1987). Los

niveles de enraizamiento alcanzados en cada variante pueden observarse en la Figura 9.

Figura 9. Diferencias en el enraizamiento en plantas producidas en medio de
multiplicacion con PBZ y fase de elongacion (A) y en medio de multiplicaciéon sin PBZ y
eliminando la fase de elongacion

Por otro lado el mayor porcentaje de plantas deformadas se puso de manifiesto en los SIT
que se utilizé el medio de cultivo de multiplicacion que contiene PBZ y se mantuvo la fase
de elongacion (Tabla 4), lo que provocéd altos coeficientes de multiplicacién, que se
traducen en altos volumenes de plantas cultivadas in vitro dentro de los vasos de cultivo,
lo que sustenta lo planteado por diversos autores, quienes han manifestado que con el
uso de los SIT se logran elevados niveles de proliferacion durante la etapa de
multiplicacion en diferentes especies vegetales (Lorenzo et al., 1998; Aragon et al., 2005;
Castro y Gonzalez - Olmedo, 2005; Molina et al., 2005; Pefate et al., 2007).

El elevado numero de plantas finales en los SIT ocasioné un hacinamiento de plantas
dentro de los vasos de cultivo, lo que le impide un buen desarrollo morfologico y

fisiolégico dando lugar a plantas deformadas y cloréticas, no sucediendo esto cuando en
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la formulacién del medio de cultivo no fue adicionado el PBZ y se eliminé la etapa de
elongacién, siendo inferior en este caso el porcentaje de plantas atipicas y con
caracteristicas morfolégicas no adecuadas a las establecidas para las plantas cultivadas
in vitro. Esto estd dado por la posibilidad que se tiene de poder controlar y variar las
propiedades fisico-quimicas en el ambiente de los frascos de cultivo en los SIT (Cejas et
al., 2005).

En la Figura 10 se puede observar la calidad de las plantas obtenidas en los SIT de la
primera variante con PBZ y manteniendo la etapa de elongacion, asi como las plantas
obtenidas en la segunda variante sin PBZ y eliminando la etapa de elongacion.

SIT sin PBZ y sin fase de elongacion =

% s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//s//WWWWWWWW;

|

SIT con PBZy fase de elongacion

Figura 10. Plantas obtenidas en los SIT con PBZ y la etapa de elongacion y plantas
obtenidas sin PBZ y eliminando la etapa de elongacion en los SIT

Los retardadores del crecimiento, que a la vez son inhibidores de la sintesis de
giberelina, entre los que se encuentra el PBZ, ejercen un control en el crecimiento de las
plantas, segun lo planteado por algunos autores (Aron et al., 1985; Beausher y Yelenosky,
1987; Early y Martin, 1988). Los resultados obtenidos en el experimento también
corroboran la influencia que ejerce el PBZ en la propagacion in vitro sobre la reduccion del
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area foliar y la disminucion del crecimiento y grosor de los tallos y hojas (Ziv, 1989;
Werbrouck y Debergh, 1995; Werbrouck et al., 1996; Ziv et al., 1998 y Albany, 2001).

Estos resultados que se presentan en la Tabla 4 indican que con la segunda variante
experimental utilizada, se puede prescindir de la fase de elongacion y lograr con ello una
disminucion del tiempo de duracion del proceso de propagacion, a la vez que se

incrementa la calidad de las plantas producidas.

Los resultados obtenidos en la fase de aclimatizacion muestran la importancia de la
calidad de las plantas obtenidas en la fase de enraizamiento para la efectividad en el re-
establecimiento a las condiciones ex vitro. Las diferencias significativas entre las plantas
cultivadas en los SIT sin la fase de elongacion con respecto a la variante donde se
procedi6 a realizar ésta, son marcadas (Figura 11). Los valores de sobrevivencia
obtenidos en todos los casos (plantas con raiz y plantas sin raiz) son superiores donde se
multiplicaron las plantas sin PBZ y se eliminé la etapa de elongacion, tanto en las

evaluaciones realizadas a los 15 como a los 30 dias.

90 -~ 82.6a 79.77a
80 " 73.7b

70 A

60 A 55.6b

% de
sobrevivencia 50 -

40 -

30 A

20 - 14.7a

o e 4“7
0

Plantas Plantas Plantas Plantas
B Con fase de elongacion conraiz sinraiz conraiz sinraiz

15 dias 30 dias

® Sin fase de elongacion

* Rangos medios con letras distintas difieren estadisticamente para p< 0.05 segln prueba de Mann Whitney

Figura 11. Eliminacién de la etapa de elongacion en la propagacion en los SIT y su
influencia sobre la sobrevivencia de las plantas en la fase de aclimatizacion

Evidentemente la fisiologia del crecimiento y el desarrollo de las plantas cultivadas in vitro
guardan estrecha relacion con la capacidad de sobrevivencia y el vigor en el crecimiento

durante la fase de aclimatizacion. Esto es sustentado por los estudios realizados por
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Daniels (1997), quien evalud6 diferentes poblaciones de plantas cultivadas in vitro de papa
procedentes de apices y diferentes entrenudos con diferencias entre ellas desde la fase in
vitro hasta la plantacibn en campo, asi como por los resultados alcanzados por
Rodriguez et al. (2000) y por Pelhare et al. (2004) en estudios realizados sobre plantas

de cafia de azucar y Eucalyptus urograndis respectivamente, provenientes de SIT.

El andlisis anterior demuestra que en el proceso de micropropagacion a nivel comercial es
de gran importancia el conocimiento de las diferencias que se presentan en la respuesta
de las plantas cultivadas in vitro, ya que a partir de sus caracteristicas morfologicas y
antes de llevarlas a las casas de cultivo y en especial a condiciones de campo es
necesario realizar manejos especificos para lograr homogeneidad en las poblaciones en

la aclimatizacion y posteriormente en campo, Pérez et al., (1998), Jiménez et al., (2000).

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que en la propagacion de la cafia
de azucar en SIT, el ultimo subcultivo de multiplicacién debe realizarse sin adicionar PBZ
al medio de cultivo y a la vez eliminar la fase de elongacién. Con este manejo es posible
reducir el tiempo en el esquema de propagacion y a la vez incrementar la calidad de las

plantas producidas y su posterior sobrevivencia en la fase de aclimatizacion.

4.3 Efecto de la densidad de in6culo y el tiempo de cultivo

En este ensayo, como se puede observar en la Tabla 5, los mejores resultados
estadisticos sobre el nimero total de plantas producidas, se lograron en el tratamiento
con una densidad de in6culo de 40 brotes por frasco y un tiempo de cultivo de 50 dias.
Por lo tanto con esta combinacién se logré la mejor utilizacién de la capacidad del vaso de
cultivo, es decir valorando los resultados obtenidos en términos productivos, se alcanzé
con esta combinacién un mejor aprovechamiento de la capacidad instalada en las
camaras de cultivo, permitiendo manejar un mayor namero de explantes por area fisica de

las cAmaras de cultivo.

El efecto de la densidad de inéculo sobre la produccion final de brotes en plantas de cafa
de azlcar propagadas en SIT, fue estudiado por de Feria et al.,, 1998, quienes
demostraron que al emplear 40 brotes por frasco como in6culo inicial se logra la mayor

cantidad de brotes por unidad de SIT (437) y una produccion de biomasa de 251 g.
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Tabla No 5. Efecto de la densidad de inéculo y el tiempo de cultivo en los SIT sobre el
namero total de plantas producidas y la formacion de raices

Rangos Rango
medios S
medios
No. total de plantas 1480 +16.6 45.0b No. total de plantas 2622 126.0 2
producidas/SIT - ) producidas/SIT +18.5 :
Coeficiente de Coeficiente de
multiplicacién 370.41 45.00 multiplicacion ~ 52%0.35  126.0a

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

A: Densidad de in6culo (35 explantes) y tiempo de cultivo (40 dias), B: Densidad de
inoculo (40 explantes) y tiempo de cultivo (50 dias)

Segun Jiménez (1995); Lorenzo et al., 1998; de Feria et al., 1998 y Castro et al., (2001 y
2002) y Posada L. et al., 2003, desde el punto de vista de la calidad de los brotes y el
coeficiente de multiplicacion, los SIT estimulan un mejor comportamiento de las plantas
cultivadas in vitro, estos autores incrementaron el coeficiente de multiplicacion en cafia de
azucar al emplear SIT en la fase de multiplicacion. En este experimento, tal como se
puede apreciar en la Tabla 5, el mayor valor del coeficiente de multiplicacién se obtuvo
también con la combinacion donde la densidad de in6culo fue de 40 plantas y 50 dias de

cultivo.

Los resultados obtenidos demostraron que con los coeficientes de multiplicacion
alcanzados en los SIT es posible eliminar la fase de elongacién, disminuir el tiempo del
ciclo de produccién y aumentar las capacidades productivas de la instalacién, lo cual
redundaria en un aumento de la productividad de la Biofabrica y un decrecimiento de los
costos de produccion, corroborando lo planteado por Jiménez et al., (1998 y 1999), Pérez
et al., 1998 y de Feria et al., 2000, quienes demostraron que con el empleo de los SIT en
la micropropagacion se amplian las capacidades productivas de los laboratorios de cultivo

de tejidos.

Por otra parte los resultados de este estudio demostraron que junto con la densidad de
in6culo, el ritmo y el tiempo de inmersion de los explantes, los que han sido abordados
con anterioridad por algunos autores (Alvard et al.,, 1993; Teisson y Alvard, 1994,
Jiménez, 1995, Lorenzo et al. (1998), Pérez et al., (1998), de Feria et al., 1998, Posada L.

et al., 2003, Mordocco A. et al., 2008) en los SIT en medio liquido, es necesario tener en
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cuenta otros pardmetros morfolégicos de las plantas, sobre los que influyen la densidad

de in6culo y el tiempo de cultivo.

En los resultados que se muestran en la Tabla 6 se puede observar el efecto de la
densidad de in6culo y el tiempo de cultivo sobre estas caracteristicas morfolégicas de las

plantas cultivadas en los SIT.

Todas las variables estudiadas mostraron diferencias altamente significativas a favor de
las plantas cultivadas in vitro en los SIT, donde la densidad de in6culo y el tiempo de
cultivo tuvieron una notoria influencia en la longitud de los tallos (cm), grosor del tallo
(cm), ancho de las hojas (cm), nimero y longitud de las hojas, expresandose los mejores
resultados cuando se utilizé6 una densidad de inéculo de 40 explantes y el tiempo de

cultivo fue de 50 dias.

Tabla 6. Efecto de la densidad de inGculo y el tiempo de cultivo sobre las caracteristicas
morfologicas de las plantas cultivadas en los SIT

Rangos Rangos
medios medios
Longitud del 13.1 Longitud del 18.5
Tallo (cm) +9.29 45.0 b Tallo (cm) +19.11 126.0 a
Grosor del tallo 0.6 Grosor del tallo
(cm) +15.65 59.0b (cm) 0.7 £19.90 112.5a
Ancho de la 0.4 Ancho de la
Hoja (cm) +0.014 54.0b Hoja (cm) 0.7 £0.011 117.0a
Numero de hojas 3 +0.05 5550 Numero de hojas 4 +0.08 1155 a
Longitud de las 14.9 64.0 b Longitud de las 19.6 4014  107.0
hojas +0.16 . hojas e va
% de plantas con 91.0 450b %deplantascon o2 3,181  126.0
raiz +15.2 : raiz B va
% de plantas % de plantas
deformadas 1.8 £1.05 n.s deformadas 1.7 +1.07 n.s

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

Whitney

A: Densidad de indéculo (35 explantes) y tiempo de cultivo (40 dias), B: Densidad de in6culo (40 explantes) y
tiempo de cultivo (50 dias)
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Siendo esto posible al existir un buen balance entre el nimero de explantes iniciales, el
tiempo de cultivo y el volumen de los vasos de cultivos. Resultados similares obtuvo
Ramirez (2000), cuando estudié en cafia de azucar el comportamiento del coeficiente de
multiplicacion en tres tipos de frascos con diferentes volumenes, aunque empleando
medio de cultivo liquido estatico. Por otra parte Ziv (1995), realizd estudios sobre brotes
qgue crecen en frascos pequefios, estos estan expuestos a un limitado potencial hidrico y

osmoético en el medio de cultivo y un limitado intercambio de CO;, y O,

Por su parte los SIT donde se utilizan frascos de mayor volumen suministran a los
explantes mejores condiciones de cultivo para su crecimiento, pues las plantas al estar en
contacto con el medio de cultivo con una determinada frecuencia y por un corto periodo
de tiempo, permite una mayor renovacion de la atmdsfera interna del frasco, lo que
mejora la oxigenacion de los tejidos y por ende un mejor desarrollo morfologico de las

plantas cultivadas in vitro.

El porcentaje de sobrevivencia es un indicador muy importante en la fase de
aclimatizacion, pues de él depende la cantidad de plantas que pueden llevarse al campo
posteriormente. La Figura 12 muestra las plantas que fueron transferidas a la fase de
aclimatizacion observandose que en las evaluaciones realizadas a los 15 y 30 dias de
esta etapa mostraron una mayor significacion estadistica las plantas que presentaban
raices, esto esta dado l6gicamente a que estas plantas presentan un mejor desarrollo

morfoldgico Y fisioldgico para su adaptacion a estas condiciones (L. Garcia-Aguila, 2007).

100 - 93.9a 89ﬁbQ‘:‘n.Qa
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% de 60 -
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30 - 20.7a 21.8a
20 - 13.4b 15.8b
10 -
0
Plantas Plantas Plantas Plantas
conraiz sinraiz conraiz sinraiz
15 dias 30 dias

m Densidad de indculo (35 explantes) y tiempo de cultive (40 dias)

W Densidad de inoculo (40 explantes) y tiempo de cultivo (50 dias)

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

Figura 12. Efecto de la densidad de indéculo y el tiempo de cultivo sobre el porcentaje de
sobrevivencia de las plantas en fase de aclimatizacion

45



A partir de los 15 dias se observo una ascendente evolucién en el comportamiento de las
plantas en la fase de aclimatizacién, poniéndose de manifiesto en todos los casos un
descenso del porcentaje de pérdidas entre la primera evaluacién a los 15 dias y la
segunda a los 30 dias del trasplante, no produciéndose mortalidad a partir de ese
momento, esto puede estar dado al igual que explicamos en experimentos anteriores por
las dos etapas bien diferenciadas que transcurren las plantas en la etapa de
aclimatizacion estudiadas por Rodriguez et al. (2000) y por Pelhare et al. (2004) en
estudios realizados sobre plantas de cafia de azlcar y Eucalyptus urograndis
respectivamente, provenientes de SIT, donde se pone de manifiesto un periodo de lento
crecimiento con baja formacién de raices y niumero de hojas y otro donde las plantas

manifiestan un crecimiento rapido.

Por otra parte esta figura 14 nos muestra que los mejores resultados de sobrevivencia
proceden de la variante donde se inocularon 40 explantes y permanecieron en el ciclo de
cultivo por 50 dias. Como planteamos en el experimento 4.2 este comportamiento es
sustentado por los estudios realizados por Daniels (1997), quien evalu6 diferentes
poblaciones de plantas cultivadas in vitro de papa procedentes de apices y diferentes
entrenudos con diferencias entre ellas, desde la fase in vitro hasta la plantacion en
campo, ademas estas diferencias fueron observadas en la fase de aclimatizacion y
posteriormente en campo, Pérez et al., (1998) en plantas in vitro de platanos y bananos;
Jiménez et al., (2000) en aclimatizacién de plantas in vitro y produccion de minitubérculos

de papa (Solanum tuberosum l.) y en cafia de azUlcar por Marrero et al., (1996).

4.4 Escalado de la propagacién en sistemas de inmersién temporal en 3 genotipos
de cafia de azlucar

Se realizdé el escalado de la propagacion en SIT, aplicando los mejores resultados
obtenidos en los acapites anteriores de este trabajo de tesis (configuracién de SIT con
liberacién de la presion, eliminacion de la fase de elongacion y densidad de indculo de 40
explantes y 50 dias de cultivo) en tres genotipos de cafla de azlcar: la variedad
CP72 2086 con la cual se realizaron los ensayos previos y las variedades RB73 2577 y
Mex79 431.

En la Tabla 7 se muestran los resultados de las variables evaluadas en las plantas

propagadas en los SIT en las tres variedades. El nimero total de plantas producidas por
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SIT y los coeficientes de multiplicacion logrados en la variedad Mex79 431 fueron
similares a los obtenidos con la CP72 2086, mientras que en la RB73 2577 fueron

superiores.

Tabla 7. Total de plantas producidas, coeficiente de multiplicacion y caracteristicas
morfolégicas de las plantas propagadas in vitro en SIT en tres genotipos de cafia de
azucar

Ntmero total Coeficiente de % de plantas Longitud del Grosor

multiplicacion con raiz tallo (cm) del tallo (mm)

Variedades de
plantas/SIT

CP72 2086 2622.44b 5255Db 97.30 b 57.66 b 236.33 n.s.d

Mex79 431 2704.22b 54.22Db 97.70ab 107.77ab 227.88 n.s.d

RB73 2577 2910.89a 59.66a 98.29 a 121.55a 199.00 n.s.d

E.S. +73.104 +1.58 +73.655 +24.108 +47.177

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

Las tres variedades propagadas difirieron estadisticamente en cuanto al ndmero de
plantas con raiz y la longitud del tallo (cm), mientras que para la variable grosor del tallo

(cm) no se presentaron diferencias (Tabla 7).

La Figura 13 muestra los porcientos de sobrevivencia alcanzados en las plantas de las
tres variedades cuando son transferidas a la fase de aclimatizacién. En las variedades
MEx79 431 y RB73 2577 la sobrevivencia de las plantas fue mayor que en la CP72 2086,

con valores superiores al 95 %.

47



» dod o deseustsn
Resultadss y

100.00 - 93.88b 95.88a 95.42a

95.00 A

90.00 A

85.00 A

% de
sobrevivencia

80.00 -

75.00 A

70.00

CP72 2086 Mex79431 RB73 2577

*Rangos medios con letras distintas difieren estadisticamente para p< 0.05 segln prueba de Tuckey

Figura 13. Sobrevivencia a los 15 dias en la fase de aclimatizacion de tres genotipos de
cafia de azUcar propagados in vitro en SIT

Los resultados obtenidos en este ensayo permiten avalar la factibilidad de las mejoras
introducidas en la propagacion en SIT en los anteriores acépites de este trabajo. Fue
posible propagar con efectividad otras dos variedades de cafia de azucar, lograndose
tasas de multiplicacion y pardmetros de calidad morfolégica y sobrevivencia de las plantas

en aclimatizacién similares o superiores a las obtenidas en CP72 2086.

Una vez validados los resultados de las mejoras en la metodologia de propagacion en SIT
en estos tres genotipos se procedid a la introduccion de las mismas a escala de
produccion, la cual se realizé en tres laboratorios comerciales, estos fueron la Biofabrica
de Cafia de Azucar perteneciente al Ingenio Santa Ana en la Republica de Guatemala, la
Biofabrica “Gobernador Miguel Arrdez”, perteneciente al Centro de Tecnologia Estratégica
del Nordeste, Pernambuco, Brasil y la Biofabrica del Instituto Nacional de Investigaciones
de la Cafa de Azlcar (INICA, Cuba).

En la Figura 14 se muestran datos de produccién (acumulados totales y por genotipo) de
la Biofébrica del Ingenio Santa Ana en Guatemala, correspondientes a los afios 2004 al
20009.

En la etapa comprendida entre el 2004 y el 2006 las cifras corresponden a la produccion

de plantas en SIT mediante la utilizacién del protocolo previamente descrito por Lorenzo
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et al., (1998), realizdndose los cambios tecnologicos en los estantes y la eliminacion de la

etapa de elongacién a partir del periodo productivo 2006 - 2007.

Como se observa en esta Figura 14 a partir del 2006 - 2007 aumentan significativamente
los volumenes totales de plantas producidas por afio, lograndose en la campafia 2008 -
2009 incrementar en mas del doble (2.3 veces) la produccion del 2004 - 2005 con la

misma capacidad tecnoldgica instalada.

Las producciones anuales alcanzadas permiten satisfacer las demandas de semilla
certificada de la empresa en estos tres genotipos de cafia de azlcar y se introducen en
estos momentos en el proceso productivo otros genotipos de interés comercial, tales
como la CG96 40, CG98 10, CG00 120, PR75 2002 y la CP88 1508 .
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@ 250000 - 236723
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ST 200000 - 188698
=3 163762
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= 8 120000 7427849
o
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100000 -
| i)
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@ Total anual M (CP722086 H Mex79431 M RB73 2577

Figura 14. Datos de produccion de plantas de cafia de azucar en SIT en la Biofabrica del
Ingenio Santa Ana en Guatemala, correspondientes a los afios 2004 al 2009

Resultados exitosos de la introduccion de estas mejoras en el proceso de propagacion
fueron obtenidos en la Biofabrica “Gobernador Miguel Arraez”, perteneciente al Centro de
Tecnologias Estratégicas del Nordeste, Pernambuco, Brasil y la Biofébrica del Instituto
Nacional de Investigaciones de la Cafia de Azucar (INICA, Cuba) con los genotipos RB73
2577 y Mex79 431 respectivamente, durante las camparfias 2007 - 2008 y 2008 - 2009
(Figura 15).
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Figura 15. Produccion anual de plantas de cafia de azucar en SIT en la Biofabrica
“Gobernador Miguel Arraez” del Centro de Tecnologias Estratégicas del Nordeste (Brasil)
y la Biofabrica del Instituto Nacional de Investigaciones de la Cafia de Azucar (INICA,
Cuba)

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

micropropagacion.

Ademas esto corrobora que los SIT ofrecen mayor facilidad de escalado, reduccién de los
costos de produccion, incluyendo una reduccién drastica del trabajo, con la finalidad de
producir grandes volimenes de plantas (Teisson et al., 1996, Jiménez y de Feria, 1998 y
Bernal et al., 2002) y sobre todo en la micropropagacion in vitro de la cafia de azucar,
puesto que en este cultivo se han utilizado ampliamente con vistas a su aplicacion

comercial (Etienne et al., 2002)

La Inmersion Temporal es un procedimiento relativamente nuevo de la micropropagacion
gue permite lograr incrementos significativos del coeficiente de multiplicaciéon y disminuye
la manipulacién del material vegetal por el hombre, lograndose un elevado grado de
automatizacion en el proceso (Alvard et al., 1993). Es por lo anterior que es necesario

continuar buscando nuevas alternativas en la produccion masiva de la cafia de azUcar,
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sobre todo en la disminucién de los costos y el aumento de la productividad mediante la

automatizacioén del proceso.

4.5 Comportamiento en campo de las plantas cultivadas in vitro en relacién con la

forma de cultivo tradicional

Las plantas que fueron propagadas en los SIT mostraron como caracteristica fundamental
un incremento en la altura y el nimero de tallos por metro lineal, asi como una
disminucion en el didmetro de los tallos con respecto a la siembra por estacas

tradicionales en las tres variedades estudiadas (Tabla 9).

La disminucion del diametro de los tallos en las plantas procedentes de los SIT ocurre
como una consecuencia de la competencia que se crea por el incremento de la densidad
de tallos, al aumentar estos en casi un 34 % su cantidad por unidad de éarea. Este
aumento en el nimero de tallos trajo consigo un incremento en el rendimiento agricola
(ton. de cafia/ha) en las plantas propagadas in vitro en SIT con respecto a la semilla
tradicional, corroborando los resultados descritos anteriormente por Jiménez, (1995) y
Lorenzo et al (1998 y 2001).

En el contenido de azlcar expresado en porcentaje pol en cafia se observé un incremento
en las plantas propagadas en SIT en comparacion con las semilla derivada de estacas
tradicionales, aunque no todas las variedades tuvieron un comportamiento similar,
existiendo una interaccion significativa entre el genotipo y el tipo de semilla. Los genotipos
CP72 2086 y RB73 2577 presentaron incrementos en el porcentaje de pol en cafia en las
plantas propagadas en SIT, mientras que el genotipo Mex79 431 no present6 diferencias
entre la semilla procedente de propagacién tradicional por estacas y las propagadas en
SIT.

Con respecto a la produccion total de azlcar por hectarea (ton azlcar/ha) no se
presentaron diferencias significativas entre los dos tipos de semilla en los genotipos
Mex79 431 y RB73 2577, no sucediendo asi con la variedad CP72 2086 donde las plantas
propagadas en los SIT presentaron diferencias significativas con relacion a la semilla

tradicional por estacas (Tabla 9).
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Tabla 9. Estudios en campo de plantas propagadas en los SIT en 3 genotipos de cafia de azucar

. Diametro de .
. Tipo de Altura de los Numero de Ton. de % Pol en Ton. de
Variedad . los tallos N N ,
Siembra tallos (cm) (mm) tallos/m cafa/ha cafa Azlcar/ha
Estacas
. 165,25 *11,73e| 2550 +0,37a | 12,90 +1,21d |140,47 £ 3458ab| 16,36 *0,69b | 2391 +540b
(tradicional)
CP72 2086 :
Vitro
plantas 218,64 *16,56c | 24,34 *029c | 17,21 £2,07b | 144,28 £3235a| 16,73 £0,68a | 29,30 *571a
SIT
Estacas
. 179,25 *14,44d| 2554 *023a | 13,26 *1,22cd | 125,74 £33,39e | 16,22 £0,70b | 20,61 +4,21c
(tradicional)
Mex79 431 Vitro
plantas 244,64 *2559a| 24,41 £026b | 19,19 £1,49a |12884 *3350d | 16,27 % 0,66b | 21,57 +4,00¢c
SIT
Estacas
. 175,40 *1055c | 2555 *0024a | 13,70 *1,12c |13351 +29,25¢cd| 14,82 +1,27d | 21,83 *5,02¢
(tradicional)
RB73 2577 .
Vitro
plantas 238,47 +11,80b| 2434 +02lc | 1898 +168a |137,28 £2450bc| 1594 *1,36c | 21,13 +4,39¢
SIT

* Letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente para p< 0.05 segun prueba de Kruskall Wallis
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El aumento del vigor de las plantas y el incremento del nimero de tallos, entre otras
caracteristicas, influyen en el rendimiento agricola de la semilla procedente del cultivo in
vitro (Evans, 1986; Peros y Bonnel, 1990; Jiménez 1995; Pérez, 1998; Lorenzo, 1998 y
2001). Ello puede estar asociado a cambios fisioldgicos temporales inducidos por el
proceso de micropropagacion. En la cafia de azlcar estas alteraciones observadas en el
namero de tallos, aumento del vigor y susceptibilidad a enfermedades pueden ser una
consecuencia del rejuvenecimiento fisiolégico y a la menor incidencia de enfermedades

trasmitidas por la semilla. (Pérez, 1989; Orellana, 1994).

En este estudio, al comparar la semilla micropropagada con la semilla tradicional en la
cafia de azlcar (Figura 16), se presentdé un incremento en el nimero de yemas por tallos

y el numero de yemas por plantdn a favor de las plantas propagadas in vitro en SIT.
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Figura 16. Evaluacion en campo del nimero de tallos y nimero de yemas en plantas
propagadas en SIT y plantas del sistema tradicional en 3 genotipos de cafia de azlUcar
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Estos resultados confirman las ventajas descritas con anterioridad por Jiménez (1995)
para la micropropagacion en medios semisélidos y Freire (2001) para las plantas

regeneradas a partir de embriones somaticos.

La capacidad de producir un mayor nimero de yemas por tallo y un mayor nimero de
yemas por plantén (resultado del incremento en la altura de los tallos y el nimero de
tallos) en las plantas propagadas en SIT, en comparacion con la semilla tradicional
resulta finalmente en la produccién de una mayor cantidad de semilla por area plantada y

por tanto un incremento en el coeficiente de multiplicacién.

Los incrementos en el nimero de propagalos - semilla producidos por hectarea en las
plantas propagadas en SIT, en comparacién con el método tradicional en cada uno de los
genotipos estudiados fue de 43 000 tallos/ha para un 33,3 % en la variedad CP72 2086,
en la variedad Mex79 431 fue de 59 000 tallos/ha para un 44,6 % y 52 000 tallos/ha en la

variedad RB73 2577, lo que representd un aumento del 37,9 %.
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5. CONCLUSIONES

1-

La configuracion de SIT con liberacion de la presion interna (intercambio pasivo)
indujo un mejor desarrollo morfolégico de las plantas y coeficientes de
multiplicacion que los SIT donde se mantiene la presion de aire (sin intercambio),
lo que también se reflej6 en una mayor sobrevivencia de las plantas cuando son

trasplantadas a la fase de aclimatizacion.

En la propagacion de la cafia de azlcar en SIT el ultimo subcultivo de
multiplicacion debe realizarse sin adicionar PBZ al medio de cultivo y eliminando la
fase de elongacion. Con este manejo es posible reducir el tiempo en el esquema
de propagaciéon y a la vez incrementar la calidad de las plantas producidas y su

posterior sobrevivencia en la fase de aclimatizacion.

Con la combinacion de la densidad de indculo de 40 brotes por vaso de cultivo y
un tiempo de cultivo de 50 dias se logra la mejor utilizacion de la capacidad del
vaso de cultivo, mayor niumero de plantas por SIT, que en términos productivos
significa un mejor aprovechamiento de la capacidad instalada, permitiendo

manejar un mayor numero de explantes por area fisica de las camaras de cultivo.

Se realizé el escalado de producciéon con la combinacion de la configuracion de
SIT con liberacion de la presion interna (intercambio pasivo), la eliminacion de la
fase de elongacion y los ajustes en la densidad de inéculo y el tiempo de cultivo en
tres variedades de cafia de azlcar, validandose los resultados obtenidos en la

presente investigacion.

La introduccion de las mejoras en el proceso de propagacion masiva en SIT en
tres laboratorios comerciales condujo al logro de mejores resultados productivos,
demostrandose en la Biofabrica del Ingenio Santa Ana en Guatemala que se
increment6 en 2.3 veces la produccién total de plantas con la misma capacidad

tecnoldgica instalada.

55



%MM/IZ@J

Las plantas propagadas in vitro en los SIT mostraron un rendimiento agricola
superior al de la siembra por estacas tradicionales en las tres variedades
estudiadas, mostrando como caracteristica fundamental un incremento en su
capacidad de producir una mayor cantidad de semilla por hectarea plantada y por
tanto un incremento en el coeficiente de multiplicacion, como resultado del

incremento en el nUmero y la altura de los tallos.
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Rocomendaciones

6. RECOMENDACIONES

1. Validar los resultados obtenidos en esta investigacion en otros genotipos de
cafia de azucar con la finalidad de poder incorporarlos al proceso

productivo, empleando los sistemas de inmersion temporal.

2. Realizar un estudio sobre el efecto econémico de la introduccion de estas
mejoras tecnolOgicas a escala comercial en la Biofabrica de Cafa de
Azulcar perteneciente al Ingenio Santa Ana en la Republica de Guatemala,
en la Biofabrica del Instituto Nacional de Investigaciones de la Cafia de
Azlcar (INICA, Cuba) y en la Biofabrica “Gobernador Miguel Arraez”,
perteneciente al Centro de Tecnologias Estratégicas del Nordeste,

Pernambuco, Brasil.

3. Continuar los estudios sobre la influencia de la composicién de la atmdsfera
gaseosa dentro de los vasos de cultivo sobre el crecimiento y desarrollo de
las plantas cultivadas in vitro en los sistemas de inmersion temporal

mediante la medicion de la concentracién de gases (02, CO,, etileno).
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