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RESUMEN

El estudio se realiz6 en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Universidad Nacional Agraria
(UNA) localizada en el Km 12.5 carretera panamericana norte Managua, Nicaragua, en el
periodo comprendido entre los meses de noviembre del afio 2017 y mayo del 2018. En el mismo
se realizaron los experimentos en las fases de multiplicacion, enraizamiento y aclimatacion de
plantas in vitro de cafia de azUcar del cultivar CCO6-791. Para los estudios de las fases in vitro,
se emplearon Biorreactores Econémicos de inmersion Temporal (BEIT) con capacidad de 1000
ml. Se utiliz6 un disefio experimental bloque completamente al azar y comparacion de medias
de acuerdo a Duncan (p < 0.05). En la fase de multiplicacion se adiciono a los medios de cultivo
concentraciones de BAP de 3 6 4 mg/I’t. La siembra entre 50 y 60 plantas favorecieron la
formacion de mayores promedios de brotes axilares. El objetivo es la comercializacion masiva
de plantas in vitro, es posible sembrar 70 plantas por BEIT. Adiciones de 0.75y 1 mg/I de AIA
a los medios de cultivo incrementaron el nimero de raices por planta lograndose medias
respectivas de 20 y 20.67. En fase de aclimatacion aplicaciones de los biofertilizantes
PROTIFERT LMW y MILAGRO PROMET con el tratamiento 5 favorecieron una mejor
respuesta estadistica de las variables longitud de plantas y volumen de raices. EI mayor
promedio de supervivencia (88.3%) se obtuvo cuando se aplicé el tratamiento 1 del producto
PROTIFERLMW. En el tratamiento 3 del producto MILAGRO PROMET se logré6 mayor
porcentaje de supervivencia (85%).

Palabras Claves: Saccharum officinarum L, Biorreactores Econdmicos de Inmersion

Temporal, medios de cultivo, biofertilizantes



ABSTRACT

The study was conducted in the tissue culture laboratory of the National Agrarian University
(UNA) located at Km 12.5 Pan-American Highway north of Managua, Nicaragua, in the period
between November 2017 and May 2018. The experiments were carried out in the multiplication,
rooting and acclimatization phases of in vitro plants of sugarcane of the cultivar CCO6-791. For
studies of the in vitro phases, Temporary Immersion Economic Bioreactors (BEIT) with a
capacity of 1000 ml were used. We used a completely randomized block experimental design
and comparison of means according to Duncan (p < 0.05). In the multiplication phase, BAP
concentrations of 3 or 4 mg / I can be added to the culture media. The sowing between 50 and
60 plants favored the formation of higher averages of axillary shoots. The objective is the
massive commercialization of plants in vitro, it is possible to plant 70 plants by BEIT. Additions
of 0.75 and 1 mg / I* of AIA to the culture media increased the number of roots per plant,
achieving respective means of 20 and 20.67. In the acclimatization phase, applications of the
biofertilizers PROTIFERT LMW and MILAGRO PROMET with treatment 5 favored a better
statistical response of the variables plant length and root volume. The highest average survival
(88.3%) was obtained when treatment 1 of the PROTIFERLMW product was applied. In
treatment 3 of the MILAGRO PROMET product, a higher percentage of survival was achieved
(85%).

Key words: Saccharum officinarum L, Economic Immersion Temporary Bioreactors, culture
media, biofertilizers
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l. INTRODUCCION

El género (saccharum tribu) Andropogoneae de la familia Graminea. El género (Saccharum)
tiene sélo cinco especies, cuatro de ella silvestres y una cultivada, (Saccharum offcinarum L.);
(Pérez, 1991). (Saccharum barber) (Jerw), (Saccharum spontaneum) es una especie muy
polimorfa desde el punto de vista citoldgico, sistematico y ecoldgico. Tiene buena resistencia a
muchas enfermedades y ha donado este caracter a muchas cultivares comerciales; (Saccharum
sinensis) (Roxb y Jaswiet) ocurre en estado silvestre y también como especie cultivable, es muy
estable genéticamente. (Saccharum officinarum L), citolégicamente es muy heterogenea y ha

dado origen por cruzamiento a las cultivares comerciales (Hernandez y Rugama, 1998).

La teoria actual mas comunmente admitida, sefiala que (Saccharum robustum), es la especie
ancestral de (Saccharum officinarum L) su lugar de origen es Nueva Guinea (Fauconnier y Basse
Reau, 1975). La cafia de azucar (Saccharum officinarum) es una graminea tropical perenne con
tallos gruesos y fibrosos que pueden llegar a medir de 3 hasta 5 metros de altura con 5 6 6 cm
de grosor, se desarrolla mejor en suelos francos, profundos y bien drenados, aunque se puede
cultivar en cualquier tipo de suelo con pH de 5.5 a 7.8 siendo 7 el valor 6ptimo. El clima ideal
son zonas calientes con abundante luz solar ya que es muy eficiente en el aprovechamiento de
ésta, el rango de temperatura varia entre 16 a 30°C, con alturas de 0 a 1000 msnm y una
precipitacion minima de 1500 mm de lluvia por temporada (Ramirez, 2008).

La cafa de azucar tiene un elevado contenido de sacarosa por lo cual es de gran interés para el
sector agricola. Ademas, se puede obtener materia prima para varios derivados, algunos de estos
destinados a la alimentacion animal y adicionalmente aporta a la economia de muchos paises
tropicales. Es el cultivo con mayor eficiencia al momento de captar energia solar para luego

almacenarla y convertirla de biomasa a fibra y azlcares fermentados (FAO, 1988).

El cultivo de cafia de azlcar en Nicaragua es uno de los principales productos de exportacion.
En la zafra 2017-2018 en nuestro pais el area de produccion fue de 155,714.28 ha® en los cuatro

ingenios (El nuevo diario, 2017).

La micropropagacion consiste en producir plantas a partir de porciones muy pequefias de ellas,
de tejidos o células cultivadas asépticamente en un tubo de ensayo o en otro recipiente en que
se puedan controlar estrictamente las condiciones de ambiente y nutricion (Hartmann y Kester,
1997).



La micropropagacion en cafia de azucar se ha convertido en una metodologia muy usada e
importante para el mejoramiento del cultivo, ademas pretende maximizar la produccion de
plantulas utilizando menor espacio para una produccion masiva, con el principal propésito de

obtener plantas sanas, vigorosas y libres de patdgenos. (Naik, 2001).

Las principales limitantes de los protocolos de micropropagacion convencional son los bajos
coeficientes o tasas de multiplicacion, el alto costo de la mano de obra y una escasa posibilidad

de automatizacion (Teisson, and Alvard, 1994).

Los biorreactores brindan la posibilidad de automatizar el proceso de propagacion in vitro de la
gran mayoria de las especies (Ettienne y Berthouly, 2002). Ademas, solucionan las dificultades
de los medios de cultivo liquidos estaticos (en frascos con agar) al facilitar la manipulacion del
ambiente in vitro, lo que permite controlar parametros de cultivos y favorece el crecimiento e

incrementa la eficiencia bioldgica del material vegetal (Escalona et al., 2006).

Entre los tipos de biorreactores, los de inmersion temporal se disefiaron basandose en el uso de
medios de cultivo liquido y la automatizacion del proceso de micropropagacion con la finalidad
de aumentar las tasas de multiplicacion de especies vegetales de interés agricola, forestal y
medicinal; de esta manera se obtiene un mayor nimero de plantas por recipiente, el reemplazo

del medio de cultivo es sencillo y demanda poca mano de obra (Albarran y Salazar et al 2014).

El empleo de los Biorreactores Econémicos de Inmersién Temporal (BEIT) desarrollado en la
Universidad Nacional Agraria (UNA) en el laboratorio de cultivo de tejidos para la produccion
masiva de plantas in vitro tiene las ventajas de evitar la inmersion continua del material vegetal
en el medio del cultivo, proveen adecuada transferencia de oxigeno, bajos costos de adquisicion,
se pueden armar facilmente, se reduce el tiempo y su costo de produccion, favoreciendo la
mejora de la calidad genética y fitosanitaria de cultivos como pléatano, cafia de azlcar, teca, etc.
(Aguilar, 2014).



1. OBJETIVOS
General:
Definir medios de cultivo en las fases de multiplicacion y enraizamiento, asi como el nimero
de tejidos por biorreactor y la fertilizacion de plantas in vitro del cultivar de Cafia de azlcar
CCO6-791.

Especificos:

Determinar la mejor concentracion de los reguladores de crecimiento en las fases de
multiplicacién y enraizamiento en BEIT.

Definir el nimero de plantas por BEIT que favorece el incremento del coeficiente de

multiplicacion.

Definir la frecuencia de fertilizacion que favorece el crecimiento y la supervivencia en la fase

de aclimatacién de plantas in vitro del cultivar de cafia de azticar CC06-791.



I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del experimento
El ensayo se establecio en el laboratorio de cultivo de tejido vegetal de la Facultad de
Agronomia, ubicado en el km 12% carretera Norte, UNA-Managua. El estudio se realizo en el

periodo comprendido entre el mes de diciembre del afio 2017 y el mes de mayo del afio 2018.

El Material genético utilizado fue facilitado por la Compafia Azucarera del Sur, S.A. (CASUR)
que introdujo plantas in vitro de la cultivar CCO6-791 provenientes del Centro de Investigacion
de la Cafia de Azlcar de Colombia (CENICANA).

3.2. Descripcién del cultivar CCO6-791

El cultivar CCO6-791 tiene alta capacidad de macollamiento y posee follaje abundante de un
color verde oscuro cuyas laminas son decumbentes que permiten cierre de calles. El habito de
crecimiento del cultivar es ligeramente inclinado y no presenta ningdn tipo de deshoje natural.
La floracidn es considerada escasa y se tiene que sembrar antes del mes de marzo, después de
esta fecha aln en la zona alta de la zona cafiera de Rivas (>83 msnm) para alcanzar el grado de
madurez el entrenudo es curvado ligeramente en zig-zag con abundante cera tanto en la banda
cerosa como a lo largo del entrenudo. El nudo tiene forma ligeramente de un cono y el anillo de
crecimiento semi-ancho y presenta protuberancia intermedia (Compafiia Azucarera del Sur
CASUR. 2017).

3.3. Esterilizacién de materiales y equipos

Para el lavado de los BEIT se utiliz6 hipoclorito de sodio (NaClO3z) al 1% sumergidos 24 horas,
posteriormente se eliminaron los residuos de cloro con agua del grifo y se dejaron escurrir
durante 30 min. Previo a la siembra de los tejidos in vitro, los medios de cultivo se esterilizaron
en autoclave a 120°C a 1.0 atmdsfera de presion por 20 minutos. Los platos petri, pinzas y
escalpelos se esterilizaron en el horno a temperaturas de 180°C durante 1 hora. Previo a la
siembra de los tejidos se procedié a desinfestar el area de trabajo de la cdmara de flujo laminar,

con NaClOz al 1%, posteriormente se expuso a luz ultravioleta durante 30 minutos.



3.4. Fase de multiplicacién

3.4.1. Definicién del mejor medio de cultivo en fase de multiplicacion

Se realizé un experimento en BEIT con capacidad de 1000 ml para definir las mejores variantes
del medio de cultivo que generen plantas de mayor calidad en cuanto a la expresion de las
variables morfologicas (longitud de planta, nimero de hojas, niUmero de brotes axilares y
numero de raices). Se sembraron 20 plantas individuales en cada BEIT que contenia 60 ml de
medio de cultivo liquido. Con ayuda de escalpelos y sobre platos de aluminio estériles se
separaron plantas y a cada una de ellas se les cortaron una parte del extremo apical de las hojas
obteniéndose plantas de 3 a 5 cm de longitud como se aprecia en la figura 1. Una vez finalizada
la siembra de las plantas en los BEIT, fueron llevados al cuarto de crecimiento para conectarlos
de forma individual a una manguera y ésta a la tuberia por donde circula el suministro de aire

que se inyecta por medio de una bomba de vacio.

Las plantas contenidas en los BEIT permanecieron durante tres semanas en condiciones
ambientales de 22 + 1°C, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas en oscuridad y una
intensidad de 2000 lux. Se suministraron dos riegos de inmersion al dia, cada uno con duracién

de tres minutos.

Figura 1. Plantas separadas de forma individual para la siembra en BEIT en la fase de
multiolicacién.

Las variantes de medios de cultivo en la fase de multiplicacién se presentan en el cuadro 1.



Cuadro 1. Variantes del medio de cultivo en la fase de multiplicacion del cultivar de cafia de
aztcar CCO6-791

Variantes del medio Concentracién de
MS (1962) *BAP (mg I1)
1 0.0
2 0.1
3 0.2
4 0.3
5 0.4

* Bencil amino purina; MS= Murashige y Skoog.

3.4.1.1. Variables a evaluar y analisis estadistico
Para determinar el mejor tratamiento se evaluaron las siguientes variables:

a. Longitud de planta en cm

b. Numero de hojas

c. NUmero de brotes axilares mayores de 0.5 cm

d. Ndmero de raices
Se utiliz6 un disefio de blogues completos al azar (BCA) con arreglo unifactorial, cada bloque
conformado por 3 repeticiones (BEIT) y un total de 15 BEIT en los 5 tratamientos. Cada unidad
experimental se conformo con 25 plantas individuales por variante de medio de cultivo en cada
BEIT. A los datos obtenidos se les practicé un analisis de varianza (ANDEVA) y para
determinar el grado de significacién entre las medias se utilizd la prueba de rangos multiples de
Duncan para p<=0.05. Los datos se procesaron y analizaron en el programa estadistico de
Software INFOSTAT version 2015.

3.4.2. Numero de plantas por BEIT

Se agregaron las cantidades de 50, 60 y 70 plantas por BEIT para determinar el efecto en la
brotacion axilar, el namero de hojas, longitud de planta y nimero de raices. En cada BEIT con
volumen de 1000 ml se agrego la cantidad de 210 ml de medio de cultivo.

3.4.2.1. Variables a evaluar y disefio estadistico

A las tres semanas de establecido el experimento se evaluaron las siguientes variables.

6



a.  Longitud de planta en cm

b.  Numero de hojas por planta

c.  Numero de brotes por planta mayores de 0.5 cm

d.  Numero de raices
Para definir el mejor nimero de plantas por BEIT se empled el disefio estadistico BCA, ademas
se realizo el analisis de ANDEVA vy para determinar el grado de significacion entre las medias
se utilizé la prueba de rangos mdultiples de Duncan para p<=0.05. Los datos se procesaron y
analizaron en el programa estadistico de software INFOSTAT versién 2015.

3.5. Fase de enraizamiento
En la fase de enraizamiento se sembraron 60 plantas por BEIT con capacidad de 1000 ml y se
agregaron a cada uno 210 ml medio de cultivo. En el cuadro 2 se presentan las variantes de

medio de cultivo estudiadas.

Cuadro 2. Variante de medio de cultivo en fase de enraizamiento

Variantes del medio Concentracién de
MS (1962) *AlA (mg I1)
1 0.00
2 0.25
3 0.50
4 0.75
5 1.00

3.5.1. Variables a evaluar y disefio estadistico

La evaluacion se realiz6 a las tres semanas tomando en cuenta las variables descritas en el
acapite 3.4.1.1.

En el experimento se establecid en un disefio de bloque completo al azar (BCA) con arreglo
unifactorial, cada bloque conformado por tres BEIT conteniendo cada uno 60 plantas. Los datos
obtenidos en las variables evaluadas se les realizo un ANDEVA vy para determinar las

diferencias entre las medias se realizé la prueba de rangos multiples de Duncan para p<=0.05.

Los datos se procesaron y analizaron en el programa estadistico de software INFOSTAT version
2015.



3.6. Fase de aclimatacion

Se evaluo en la fase de aclimatacion el efecto de dos productos biofertilizantes estimulantes de
crecimiento en plantas. Las parcelas se conformaron con plantas in vitro debidamente enraizadas
y de buen vigor que se sembraron en bolsas de polietileno de 4x4 cm conteniendo como sustrato
abono organico compost. Los productos que se aplicaron fueron el fertilizante bioestimulante
orgénico PROTIFERT LMW Yy el bioactivador del crecimiento MILAGRO PROMET 32SL.
Los productos se aplicaron asperjados sobre las plantas con una bomba de mochila a razon de 3
ml por litro de agua y una frecuencia de aplicacion ente 0 a 5 aspersiones en un periodo de 35
dias. Se definié un numero de 30 plantas por tratamiento. Los tratamientos se realizaron de la
siguiente manera: EIl tratamiento testigo (0) solo se reg6 con agua; el tratamiento 1 se fertilizo
solo una vez a los 7 dias; el tratamiento 2 se fertilizé a los 7 y a los 14 dias; el tratamiento 3 se
realizé a los 7, 14 y 21 dias; el tratamiento 4 a los 7, 14, 21 y 28 dias y el tratamiento 5 a los 7,
14, 21, 28 y 35 dias (Cuadro 3.)

Cuadro 3. Frecuencia de aplicacién por producto PROTIFERT LMW o MILAGRO PROMET
en la fase de aclimatacion de plantas in vitro de cafia de aztcar CC-06791

Frecuencia de aplicacion de productos

Tratamientos PROTIFERT LMW y
MILAGRO PROMET
Testigo (0) Solamente agua durante los 35 dias
1 Fertilizantes a los 7 dias
2 Fertilizantes a los 7 y 14 dias
3 Fertilizantes a los 7, 14 y 21 dias
4 Fertilizantes a los 7,14,21y 28 dias
5 Fertilizantes a los 7,14,21,28 y 35 dias

3.6.1. Variables a evaluar y disefio estadistico
La evaluacion del efecto de los dos productos biofertilizantes se realizo a los 42 dias después de

la siembra. Se evaluaron las siguientes variables:



a. Longitud por plantas en cm

b.  Numero de hojas

c. Numero de brotes axilares mayores de 0.5 cm

d. Volumen de raices (cm?®)
El volumen de raices por planta se determiné de acuerdo a la metodologia reportada por y Gil y
Diaz (2016) basada en el principio de Arquimedes de desplazamiento de volumen en (cm?3).
Previo a la medida de volumen de raices por planta, previamente en una probeta con capacidad
de volumen de 500 cc o ml se procedié a llenar con 90 ml de agua. Una vez introducidas las
raices emitidas por cada planta evaluada, se procedi6 a determinar la diferencia entre el volumen
de agua desplazado por las raices y los 90 ml de agua agregados inicialmente en la probeta.

Figura 2

Fiaura 2. Determinacion del volumen de raices del cultivar de cafia de azlicar CC-06791.

El experimento se estableci6 un disefio de bloque al azar (BCA) definiéndose una cantidad de
30 plantas por tratamiento y 180 plantas por producto aplicado. En total 360 plantas se evaluaron

en los dos productos biofertilizantes ver (figura 3).



El anélisis estadistico, la definicion del mejor tratamiento y programa estadistico empleado fue

similar al empleado en el acapite 3.4.1.1

Figura 3. Experimento en bloques completos al azar en fase de aclimatacion del cultivar de cafa
de azlcar CC-06791.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Fase de Multiplicacion

La micropropagacion convencional ademas de ser una tecnologia de alto costo, requiere de
transferencias periddicas del material plantado a un medio fresco, después de 4-6 semanas,
debido al agotamiento de los nutrientes en el medio de cultivo y por el continuo crecimiento y
proliferacion de los cultivos, la cual es rapidamente limitado por el tamarfio de los contenedores
de cultivo (Meane y Debergh, 1985) citados por (Etienne y Berthouly, 2002).

Las ventajas de los sistemas de inmersion temporal sobre la micropropagacion convencional
parecen ser el resultado de las condiciones fisicas creadas en el recipiente de cultivo como son:
aporte mas eficiente de los elementos nutritivos, minima interrupcion del intercambio de gases
entre el explante o embrion y la atmosfera, no hay acumulacion excesiva de gases nocivos para
los tejidos y la dispersién de los tejidos por efecto del flujo de aire en recipiente. (Pérez et al.,
1998).

No se registraron diferencias estadisticas por efecto de los diferentes tratamientos en las

variables longitud de planta y numero de hojas por planta como se observa en el cuadro 4.

La media del nimero de brotes por planta con la adicion de 0.40 mg/I"* BAP fue de 10.47
superior estadisticamente a los obtenidos tanto en el tratamiento testigo como en el medio que
se le adicion6 0.10 mg/I"* BAP con medias respectivas de 8.91 y 9.56 brotes. Con 0.40 mg/I*
BAP se observo similar comportamiento estadistico en numero de brotes con las variantes de

medios de cultivo que se les agregaron concentraciones 0.20 y 0.30 mg/I"t de BAP.

No hubo diferencias significativas entre las medias de nimero de raices emitidas cuando se
adicionaron dosis de BAP. Unicamente se presentaron diferencias estadisticas significativas
entre el tratamiento testigo y el tratamiento que contenia 0.40 mg/I* de BAP como se observa

en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Efecto del BAP en longitud de planta, nimero de hojas, nimero de brotes y
namero de raices del cultivar cafia de azicar CC-06791 a las tres semanas.

Regulador  Longitud de la NuUmero de Numeros de Numero de
de planta en cm hojas brotes raices

crecimiento

mgé'A'Fl)de Mediat EE ~ MediatEE  MediatEE  Media + EE
0.00 8.55 + 0.84a 5.40+0.17a 8.91+0.19¢ 5.13 £ 0.46b
0.10 10.61+0.19a  5.62+0.19a 9.56 +0.33bc ~ 8.09 £ 1.58ab
0.20 8.65 £ 0.87a 5.71+0.23a 9.84+0.29ab  7.33+0.38ab
0.30 10.32+1.36a 5.73+0.20a 10.18 £ 0.30ab  8.64 + 1.32a
0.40 9.69 +0.69a 5.27 +0.18a 1047 +0.24a 8.93+0.56 a

Medias con letras desiguales en una columna difieren segun la prueba de Duncan para p<=0.05

Considerando lo sefialado por Hernandez y Rugama, (1998) que citolégicamente la cafia de
azlcar es muy heterogénea, es prudente en la micropropagacién adicionar concentraciones de
BAP que contribuyan a que las plantas conserven un alto grado de estabilidad genética. De
acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, recomendamos la adicion de 0.30
mg/I"t porque que ademas de lograrse un buen coeficiente de multiplicacion de 10.18 brotes
axilares, la expresion de las variables longitud de plantas, nimero de hojas y nimero de raices
es aceptable. Si se cuenta con una cantidad de 20 BEIT de 1000 ml y sembramos 50 explantes
por recipiente y considerando el coeficiente de brotacion axilar o de multiplicacion de 10.18

brotes axilares, en tres semanas se puede estimar una produccion potencial de 10, 180 plantas.

Los resultados en brotacion axilar obtenidos en los BEIT con el cultivar CC-06791 fue superior
al promedio de brotacion reportada en micropropagacion estacionaria por (Rangel y Hernandez
et al. 2016) en el cultivar ITV 92-1424 |a cantidad de brotes axilares (6.9) obtenidas con 1.7 mg
| 1 de BA, mientras que en el cultivar Laica 82-2220 produjo 7.8 brotes con 1.13 mg | "1 de BA.
Aunque en el cultivar Q28-2 lograron mayor promedio de formacion de brotes 25.8 con adicion
al medio de 0.56 mg | ' de BA, que significa mas del doble de la cantidad obtenida en los otros
dos cultivares. Con respecto al tamafio de los brotes logrados por (Rangel y Hernandez et al.
2016), éstos alcanzaron en promedio inferior (5.6 cm) en los tres cultivares en comparacion a
los promedios alcanzados en el cultivar CC-06791. Al ser diferente la respuesta para cada

genotipo, sus requerimientos hormonales, nutricionales y las condiciones de cultivo
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(temperatura, luz, etc.) van a variar, por tanto es necesario establecer las condiciones especificas
para cada genotipo, asi como la forma de su manejo in vitro con vistas a lograr tasas de
multiplicacién razonables (Jiménez y Pérez et al. 1999). Castro y Maradiaga (2015), mencionan
que Murashige, (1974) y Hu y Wang, (1983) enfatizan que en la fase de multiplicacion tiene
especial importancia la relacion citoquinina/ auxina, que varia dependiendo del método de
multiplicacién elegido. Para la induccién de brotes axilares se recomiendan concentraciones
moderadas de ambas hormonas, sin embargo, para el desarrollo de yemas axilares son necesarias
altas concentraciones de citoquininas, afiadiéndose a menudo bajas dosis de auxina, que aunque

no mejoren las tasas de multiplicacion, si mejoran el crecimiento de los brotes.

En la figura 4 se presentan plantas micropropagadas en el BEIT de 1000 ml y plantas con
brotacion axilar de yemas. Una ventaja del sistema BEIT en comparacion a otros modelos de
biorreactores que se emplean en diferentes laboratorios de América Latina, es la disminucion
de los gastos de inversion y electricidad gracias a que en su funcionamiento se hace uso de un

solo recipiente que contiene los tejidos y el medio de cultivo.

Figura 4. (A) BEIT de 1000 ml con plantas de cafia de azucar cultivar CC-06791 en fase de
multiplicacién. (B) Brotacion axilar a las tres semanas.

4.2. Numero de plantas por BEIT

Entre las variables longitud de planta, nimero de hojas y nimero de raices no se registraron

diferencias estadisticas cuando se sembraron cantidades de 50, 60 y 70 plantas por BEIT.
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Unicamente en numero de brotes se presentaron diferencias significativas con mejores
resultados cuando se sembraron 50 plantas por BEIT en comparacion con la siembra de 70
tejidos, resultando medias respectivas de 9.84 y 8.76 brotes axilares por planta. No se observo
en esta misma variable diferencias estadisticas entre las medias obtenidas con siembras de 60 y
70 plantas por BEIT.

De acuerdo a la perspectiva econdmica con el funcionamiento de un proyecto de produccion a
gran escala haciendo uso de BEIT de 1000 ml, se justifica la siembra de 70 yemas axilares por
BEIT. En 40 BEIT con una siembra individual de 50 yemas axilares y un coeficiente de
brotacion de yemas axilares de 9.84 se proyectaria obtener en tres semanas la cantidad de 19,680
plantas y si se aumenta la cantidad a 70 tejidos por BEIT con el coeficiente de brotacion axilar
de 8.76, se esperaria producir una cantidad de 24,528 plantas es decir 4848 plantas mas en tres
semanas. En el cuadro 5 se presenta el comportamiento estadistico de las variables evaluadas en

los BEIT de acuerdo al nimero de plantas sembradas.

Cuadro 5. Efecto del nimero de plantas por BEIT en las variables longitud de planta, nimero
de hojas, nimero de brotes, y nimero de raices

Numero de plantas por Longitudde Numerode  NuUmero de NuUmero de
BEIT la planta en hojas brotes raices
cm axilares
Media+ EE Mediat EE Media £ EE Media + EE
50 9.67+0.45a 4.62+0.16a 9.84+0.24a 7.64 £ 0.55a
60 10.78 +0.64a 4.8+0.11a  9.47 +0.4ab 9.18 + 0.85a
70 9.46+0.79a 4.76+0.06a 8.76 +£0.29b 7.96 £ 0.79a

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p <=0.05.

Se debe considerar el volumen del medio de cultivo y la forma del recipiente que pueden afectar
la composicién del gas al interior de éste, y en consecuencia pueden afectar el crecimiento y

desarrollo del cultivo (Pereira et al., 2006).

4.3. Fase de enraizamiento

El papel de las auxinas en la iniciacion y crecimiento de las raices es bien conocido,
recomendandose su empleo en la mayor parte de los medios de cultivo de enraizamiento y es
precisamente el AIA una de las auxinas mas empleadas en esta fase (Vasquez y Torrez, (1981);

Hu y Wang, (1983) citados por Hernandez y Rugama (1998).
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No se presentaron diferencias estadisticas por efecto de los tratamientos en las variables longitud

y nimero de hojas por planta.

En nimero de brotes axilares producidos en el tratamiento testigo y en la variante de medio de
cultivo que se le adiciond 0.25 mg/L™* de AIA superaron significativamente a los valores de las
medias registradas cuando se adicionaron concentraciones de AIA de 0.50, 0.75 y 1.00 mg/L ™.
Este comportamiento de los tejidos tiene su explicacion en que las auxinas actdan de forma
antagonica a las citoquininas, por tanto, en la medida de que se incremento la adicion de AlA a
las variantes de medios de cultivo fue mayor la dominancia apical y disminuy6 la brotacién

axilar.

Otra respuesta que confirma el efecto favorable del AlA fue en la emision de raices y de acuerdo
a los resultados su nimero se incremento en las variantes de medios de cultivo que contenian
mayor concentracion de AIA. No obstante, no se presentaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos que se les adiciond AIA, pero si entre el tratamiento testigo y las variantes de
medios de cultivo con adiciones de 0.75 y 1.00 mg/L™ de AIA favoreciendo el crecimiento de
raices. Los resultados obtenidos en el experimento de enraizamiento se presentan en el cuadro
6. En la figura 5 se observan plantas en fase de enraizamiento a las tres semanas de permanecer
en BEIT.

Cuadro 6. Efecto del AIA en longitud de planta, nimero de hojas, nimero de brotes y

numero de raices del cultivar cafa de azlicar CC-06791 en fase de enraizamiento a
las tres semanas

Regulador de Longitud de NuUmerode  NuUmero de  Numero de raices

crecimiento plantaen cm hojas brotes

mg/ I AIA Media+t EE Media+EE  Media+EE Media + EE
0.0 962+130a 387x0.09a 9.73+0.54a 17.27 £ 1.59b
0.25 9.33+0.85a 3.84+242 9.0 £0.36a 20.40 = 0.81ab
0.50 9.18+091a 4.07+£0.17% 7.4x057b 20.31 + 1.43ab
0.75 826+1.06a 3.67+0.28a 7.07+0.39b 20.67 £ 1.03a
1.00 8.15+059a 3.8+0.11° 6.98 + 0.37b 20.91 £ 0.78a

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p <= 0.05.
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Figura 5. Plantas cafia de azucar cultivar CC-06791 en fase de enraizamiento a las tres semanas.

El enraizamiento de plantas in vitro de cafia de azucar fue considerado un serio problema debido
al efecto inhibitorio de cultivos continuos en medios con citoquininas durante la fase de
multiplicacién reportado por Sauvaire y Galzy (1981) y Ballester (1983), de acuerdo a los
resultados logrados con el cultivar CC- 06791 en los BEIT, no se observd ese efecto inhibitorio

del BAP posiblemente a que en la fase de multiplicacion se adicionaron dosis bajas.
4.4. Fase de aclimatacion

En la fase de aclimatacidon se estudio el efecto de la aplicacion de dos productos biofertilizantes
el PROTIFERT LMW y el MILAGRO PROMET en base a la respuesta de las variables longitud
de planta, nimero de hojas, niumero de brotes axilares y nimero de raices. Cuando el
PROTIFERT LMW fue asperjado durante 5 semanas a razon de una aplicacién por semana la
longitud de planta registr6 mejor respuesta estadistica con una media de 14.07 cm, en
comparacion con los tratamientos testigo que solo se regd con agua y los tratamientos 1y 2 que
presentaron medias correspondientes de 7.96, 8.27 y 8.96 cm. Aplicaciones de PROTIFERT
LMW hasta las semanas 3, 4 y 5 no reflejaron diferencias estadisticas entre ellos. En nimero de
hojas unicamente en el tratamiento que se le aplicé el PROTIFERT LMW una vez por semana
hasta la semana 5 se obtuvo la categoria estadistica inferior mientras que entre los otros
16



tratamientos la respuesta estadistica fue similar. En cuanto al nimero de brotes axilares los
tratamientos testigos y aplicacion del biofertilizante en la primera semana presentaron igual
comportamiento estadistico, el tratamiento testigo superd estadisticamente a las medias

obtenidas con aplicaciones a las 2, 3, 4 y 5 semanas.

El volumen de raices de acuerdo a los resultados estadisticos se observd que solo fue
significativamente superior cuando el PROTIFERT LMW se aplicé constantemente durante 5
semanas en comparacion cuando no se adiciond el producto. Las medias obtenidas entre el
tratamiento testigo y las aplicaciones en los tratamientos 1, 2, 3 y 4 no presentaron diferencias
estadisticas entre si. El efecto favorable del PROTIFERT LMW en las variables longitud de
plantas y en el volumen de raices no puede estar influenciado por el contenido de aminoacidos
y péptidos en la formulacion del producto por que no favorecen la brotacion axilar. Los

resultados de las variables evaluadas se presentan en el cuadro 7.

Cuadro 7. Efecto del bio-estimulante organico PROTIFERT LMW en fase aclimatacion del
cultivar de cafia de azicar CC06-791

Tratamientos Longitud de NuUmero de Numeros de Volumen de
con planta en cm hojas brotes raices
PROTIFERT axilares en cm?®
LMW en Media + EE Media + EE Media + EE Media + EE
Semanas

Testigo (0) 7.96 +1.23b 553+0.24ab 3.4%0.23a 1.73+0.48b
8.27 £ 1.47b 5.73+0.37a 3.13+0.13ab  2.53+1.01ab
8.96 + 1.54b 5.4 +0.35abc  2.53+0.27c 2.93 +1.22ab
10.37 £ 1.14ab 5.13 +0.13abcd 2.6 +0.12bc 3.60 £ 0.9ab
11.83+1.7ab 547 +0.55ab 2.2+0.2c 4.27 +0.18ab
14.07+£152a 4.4 +0.42d 2.27 +0.07c 4.80 £ 0.4a

O~ wPNPE-

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p <= 0.05.

En longitud de planta es una variable que refleja que en el proceso de aclimatacién de cafia de
azucar es necesaria la fertilizacion. Al igual que el producto PROTIFERT LMW, el
biofertilizante MILAGRO PROMET contribuyé a incrementar el promedio de longitud de

planta, principalmente cuando las aplicaciones se hicieron conforme a los tratamientos 4 y 5.
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Por tanto no es suficiente para lograr una buena longitud de plantas aplicar solamente agua o
aplicar MILAGRO PROMET de acuerdo a los tratamientos 2 y 3. En numero de brotes axilares
se obtuvo la mejor respuesta estadistica cuando se aplico el tratamiento 1 con media de 3.8
brotes axilares, esta media solamente super( estadisticamente a la media lograda en el

tratamiento 4 con 2.2 en brotes axilares.

El volumen de raices producidas por efecto del producto MILAGRO PROMET indica que el
efecto estimulante en la produccion de raices resultd més efectivo cuando se aplicé en los
tratamientos 4 y 5. Se observd una respuesta estadistica similar entre las medias del tratamiento
testigo y la aplicacién del producto de acuerdo a los tratamientos 1, 2 y 3. Cuadro 8.

Cuadro 8. Efecto del bioestimulador del crecimiento MILAGRO PROMET en fase
aclimatacién del cultivar de cafa de azicar CC06-791

Tratamientos  Longitudde  Numero de Numerosde  Volumen de raices

con MILAGRO planta hojas brotes en cm?
PROMET en axilares

Semanas Mediaz EE = Mediaz EE  Media + EE Media + EE
0 7.01+0.58d 5.20 £0.23a 2.87 £ 0.24ab 1.47+0.37c
1 9.48+0.41c  4.93+0.44ab  3.8+0.92a 1.6£0.23c
2 10.17+0.97c  4.63+0.09ab  2.53 £0.27b 2.0£0.12c
3 12.47£0.34b 4.73+0.13ab 2.6 + 0.64ab 2.07+0.33bc
4 13.56+0.19ab  4.37 £0.15b 2.2 £0.42b 3.2+0.42ab
5 14.27+0.20a  4.27 £0.18b 2.6 £ 0.82ab 3.4+0.58a

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p <= 0.05.

Las plantas del cultivar de cafia de aztucar CC-06791 presentaron un promedio de supervivencia
entre 84.6% y el 88.3% con la aplicacion del producto PROTIFERLMW, lograndose el mayor
promedio de supervivencia cuando se aplico el tratamiento 1. Mientras que con la aplicacion del
producto MILAGRO PROMET se obtuvieron porcentajes de supervivencia comprendidos entre
el 81 y el 85%. Las diferentes aplicaciones efectuadas con el producto biofertilizante
PROTIFERLMW en el presente estudio superaron al porcentaje de supervivencia reportado por
Hernandez y Rugama en 1998 en el cultivar de cafia de azucar ISA-96-110. Sin embargo, con
el producto MILAGRO PROMET unicamente con las aplicaciones realizadas en los

tratamientos 3, 4 y 5 resultaron superiores a los promedios de supervivencia reportados por esos
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mismos autores en cultivar de cafa de aztcar ISA-96-110.Los porcentajes de supervivencia se

aprecian en la figura 6.
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Figura 6. Efecto de la fertilizacion con PROTIFERT LMW y MILAGRO PROMET en la
supervivencia de platas de cafia de azUcar cultivar CC-06791 aclimatadas.

En la figura 7 se presenta una muestra de plantas evaluadas a las seis semanas de aclimatadas.

semanas.

19




V. CONCLUCIONES

En la fase de multiplicacion del cultivar de cafia de azicar CC-06791 se puede adicionar a los

medios de cultivo concentraciones de BAP entre 0.30 y 0.40 mg/I™.

La siembra en BEIT con capacidad de 1000 ml de densidades entre 50 y 60 plantas favorecio la
formacion de un mayor promedio de brotes axilares. Si el objetivo es la produccion comercial
de plantas, se pueden sembrar 70 plantas por BEIT aunque el coeficiente de multiplicacién

resulte estadisticamente inferior.

El nimero de raices se increment6 en las variantes de medios de cultivo que contenian mayor
concentracion de AIA. Con adiciones de 0.75 y 1 mg/It de AIA se obtuvieron medias

respectivas de 20.67 y 20.91 raices por planta.

En la fase de aclimatacion aplicaciones con el tratamiento 5 de los biofertilizantes PROTIFERT
LMW y MILAGRO PROMET permitieron que las plantas tuvieran los mayores promedios en
las variables longitud de plantas y volumen de raices.

La supervivencia de las plantas fue mayor con el producto PROTIFER LMW cuando se aplicd
el tratamiento 1 con el 83.3%. Mientras que con el producto MILAGRO PROMET el porcentaje

de supervivencia fue del 85% en el tratamiento 3.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones tomando en cuenta factores como la frecuencia y el tiempo de
inmersion de los tejidos, volimenes mayores de los BEIT, temperatura y horas luz en el cuarto
de crecimiento que pueden ser determinanantes en la micropropagacion a escala comercial del

cultivar CC-06791 de cafa de azUcar.

Estudiar el comportamiento de las plantas in vitro de cafia de azucar cultivar CC-06791, en
condiciones de campo para evaluar su manejo agronémico, el comportamiento fisioldgico y la

estabilidad genética.
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