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8§ ABSTRACT

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar alternativas para incrementar
la eficiencia de la fase de establecimiento in vitro en el proceso de micropropagacion
de cafna de azucar. Para ello se estudié el empleo como explante de discos de hojas
inmaduras de cafa de azucar. Se analizaron dos procedencias del material donante
(proveniente de bancos establecidos en campo y de bancos mantenidos bajo condiciones
semicontroladas), asi como diferentes medios de cultivo. Se estudid, también, el efecto
de la posicién de los discos de hojas en el medio de cultivo (vertical u horizontal) y de la
posicion de los discos en el cilindro de hojas sobre la regeneracion de plantas in vitro. El
cultivar utilizado fue C97-445. Se usé material vegetal de ambos bancos de donantes con
el empleo como explantes iniciales de apices caulinares y discos de hojas. Los resultados
indican que utilizar discos de hojas obtenidos de plantas madre procedentes de Bancos
de Donantes en condiciones semicontroladas permite lograr bajos indices de oxidacion
fendlica y contaminacién microbiana y mayor cantidad de brotes. La mejor combinacién de
reguladores de crecimiento en el medio de cultivo fue de 0,5 mg I de kinetinay 5,0 mg I-1
de ANA y se demostré que el segmento 4 fue el de mayor nimero de plantas por disco, y
que unido con los segmentos 2 y 3 permitié obtener un total de 55 plantas por cilindro para
el cultivar de cafa de azliicar C97-445 a los 30 dias de cultivo.

Key words: brotes in vitro, cafha de azlcar, condiciones de cultivo, disco de hojas.

f§ RESUMEN

Alternatives to increase the in vitro establishment efficiency of sugarcane
(Saccharum spp.).

The objective of this work was to analyze alternatives to increase the efficiency
of the in vitro establishment phase in the sugarcane micropropagation process. For this
purpose, the use of immature sugarcane leaf discs as explants was studied. Two sources
of donor material were analyzed (from banks established in the field and from banks
maintained under semi-controlled conditions), as well as different culture media. The effect
of the position of the leaf discs in the culture medium (vertical or horizontal) and the position
of the discs in the leaf cylinder on the regeneration of plants in vitro was also studied. The
cultivar used was C97-445. Plant material from both donor banks was used with the use of
root apices and leaf discs as initial explants. The results achieved indicate that using leaf
discs obtained from mother plants from Donor Banks under semi-controlled conditions
allows achieving low rates of phenolic oxidation and microbial contamination and a greater
number of sprouts. The best combination of growth regulators in the culture medium was
0,5 mg I-1 of kinetin and 5,0 mg I'' of ANA and it was shown that segment 4 had the highest
number of plants per disc. Together with segments 2 and 3, it allowed us to obtain a total
of 55 plants per cylinder for the sugar cane cultivar C97-445 after 30 days of cultivation.

Palabras clave: culture conditions, in vitro shoots, leaf disk, sugarcane.
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8 INTRODUCCION

La cafia de azucar (Saccharum spp.) es uno de
los cultivos méas importantes a nivel mundial. Esta dis-
tribuido en 100 paises sobre un area de 26 millones de
hectéareas de tierras cultivadas, fundamentalmente en las
zonas tropicales y subtropicales, por lo que ocupa el lugar
12 de un total de 161 especies de interés agroindustrial
(Portal Canfa, 2022).

En Cuba, la cafia de azlcar se encuentra distri-
buida a través de todo el territorio nacional en un area de
416.752,9 ha plantadas. Segun el censo anual del Instituto
de Investigaciones de la Cafa de Azucar (INICA), se en-
cuentran implantados 82 cultivares, 69 de ellos son cuba-
nos y 13 introducidos (Jorge et al., 2022).

La combinacion de métodos de propagacion
convencional con modernas técnicas de propagacioén in
vitro constituye una de las estrategias que se emplean en
Cuba para obtener la cantidad de “cafa semilla” necesaria
para satisfacer la demanda de los productores. Perfeccio-
nar el proceso productivo en el laboratorio y su escalado
es primordial, para lo cual se hace necesaria la integracion
de las diferentes fases de la propagacion in vitro (Thorpe,
2014).

La biotecnologia en este cultivo constituye una
herramienta importante para el mejoramiento genético y
la propagacion masiva. Existen dos vias de regeneracién
de plantas in vitro: la organogénesis y la embriogénesis
somatica (Pérez, 1998). La primera permite obtener, en
corto tiempo, gran numero de individuos idénticos a la
planta original, por lo que resulta indispensable iniciar la
propagacion con plantas madre o donadoras de tejidos
libres de microorganismos patégenos.

Los mayores problemas durante la fase de es-
tablecimiento in vitro son la contaminacion bacteriana y
fungica, presente en la superficie de las hojas y segmen-
tos nodales, asi como la oxidacion fendlica (North et al.,
2012). Esto hace el proceso ineficiente e ineficaz biolégica
y econémicamente; por lo cual se vuelve necesario reali-
zar cambios en la fase para incrementar la eficiencia.

El establecimiento in vitro con material proce-
dente del Banco de Donantes en condiciones semicon-
troladas reduce las pérdidas por contaminacion microbia-
na (Diaz et al., 2020). El empleo de un nuevo método de
establecimiento in vitro con la regeneracién de plantas de
forma directa a partir de discos de hojas inmaduras sin
formacion de callos permitira la obtencion de mayor nu-
mero de brotes y la disminucién del requerimiento de ma-
terial de partida (Bernal et al., 2021). Teniendo en cuenta
lo anteriormente planteado, el presente trabajo tuvo como
objetivo estudiar diferentes variables para incrementar la
eficiencia en el establecimiento in vitro utilizando como
explante discos de hojas inmaduras de cafa de azucar.

8 MATERIALES AND METODOS

El trabajo se desarrollé en la Complejo Cientifico
Productivo de Biotecnologia del Instituto de Investigacio-
nes de la Cana de Azucar (INICA VC), perteneciente al Ins-
tituto de Investigaciones de la Caia de Azucar (INICA), en
el municipio de Ranchuelo, provincia Villa Clara, Cuba.

El material vegetal utilizado fue la porcién apical

de tallos jovenes del cultivar C97-445 de cafa de azucar.
A los cuatro meses de cultivo de los tallos en condiciones
semicontroladas, y suspendido el riego por tres dias, se
tomo la parte apical (cogollos) con el auxilio de un cuchillo
desinfectado previamente con etanol al 70%. El material
vegetal fue rapidamente sumergido en agua desminerali-
zada dentro de un frasco plastico y llevado al laboratorio
(Biofabrica), donde se comenzé el proceso de desinfec-
cién (Bernal et al., 2021).

En el laboratorio, a partir de los cogollos, se ob-
tuvieron cilindros de hojas jovenes de aproximadamente
10,0 a 15,0 cm de longitud y 1,0 cm de diametro. Des-
pués, fueron lavados con detergente doméstico (3 a 5 ml
por cada 250 ml de agua) y luego se enjuagd con agua
para eliminar el detergente. La primera desinfeccion se
realizé sumergiendo los cilindros, durante un minuto, en
recipientes estériles que contenian una solucién de etanol
al 70%.

En la cabina de flujo laminar se enjuagé el mate-
rial para eliminar el etanol y luego se lo sumergié en una
solucion de hipoclorito de sodio al 3,0% (v/v) durante 20
minutos. Posteriormente se realizaron tres enjuagues con
agua desmineralizada estéril y se coloco el material en un
frasco de cultivo estéril con una solucion de 100 mg I-1 de
acido ascoérbico.

A continuacién, se procedié a la reducciéon del
tamanfo de los cilindros hasta 0,5 cm de diametro y 5,0
cm de longitud. Este fue el explante inicial que se empled
durante el establecimiento in vitro de la cafa de azucar.

Los medios, frascos y tubos de cultivos utilizados
en este trabajo fueron esterilizados en autoclave vertical a
121°C y 1,2 kg cm2 de presion. Los platos metalicos para
el trabajo en la cabina de flujo laminar fueron esterilizados
en la estufa a 180°C durante 2 h. El instrumental (pinzas
y bisturies) fue desinfectado en un esterilizador eléctrico
modelo DENT-EQ (Alemania) que permanecié dentro de
la camara de flujo laminar horizontal, donde se realizé el
manejo del material vegetal en condiciones de esterilidad.
Las condiciones de cultivo in vitro para todos los experi-
mentos fueron las descritas por Bernal et al. (2021).

Ensayo 1. Efecto del empleo de plantas madre
de dos procedencias (Banco de Donantes en condicio-
nes semicontroladas y en campo) y diferentes medios
de cultivo en el establecimiento in vitro

El objetivo de este experimento fue comparar el
establecimiento in vitro usando plantas madre desarrolla-
das en condiciones semicontroladas (Banco de Donantes
semicontrolado) y material vegetal proveniente directa-
mente del campo (Banco de Donantes en campo), segun
la metodologia establecida por Jiménez et al. (1997). Se
utilizé como material vegetal inicial 10 cilindros de hojas
de cafia de azucar de aproximadamente 10 cm de longi-
tud por tratamiento.

Los discos de hojas fueron colocados de forma
vertical en dos medios de cultivo (M1 y M2), en tubos de
cultivo de vidrio de un tamano de 16 x 2 cm, con 10 ml de
medio de cultivo semisélido. El medio de cultivo basal fue el
compuesto por las sales Murashige and Skoog (1962) (MS)
al 100%, vitaminas Heinz and Mee (1969), 30 g I'' de saca-
rosa y gelificado con 7,0 g I-1 de agar E (BIOCEN, Cuba).
Los reguladores del crecimiento empleados fueron la kine-
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tina (Kin) y el acido naftalen acético (ANA) en sustitucion de
la 6- bencilaminopurina (6 BAP). Los tratamientos fueron:
a) medio basal con Kin 0,5 mg I'' + ANA 5,0 mg I (M1) y b)
medio basal con Kin 1,0 mg I'" + ANA 5,0 mg '(M2), segun
lo referido por Kaur and Sandhu (2015) en combinacién con
las dos condiciones de procedencia de las plantas madre.

Como control se emplearon apices caulinares
obtenidos de los cilindros, lo cuales se colocaron en me-
dio de cultivo de establecimiento con 6 BAP segun Jimé-
nez et al. (1997). El pH se ajusté a 5,8 con NaOH (1,0 N) y
HCI (1,0 N), previo a la esterilizacién mediante ebullicion a
100°C durante 4 min.

En todos los tratamientos se evaluaron las si-
guientes variables: 1) numero de discos de hojas conta-
minados (bacterias y/o hongos) y con oxidacién fendlica o
amarronamiento. Esta evaluacién se realizé a los 15 dias
de cultivo y los datos fueron convertidos a porcentajes. 2)
numero de brotes por discos, nUmero de brotes con raices
y numero total de brotes por cilindro. Esta evaluacion se
realizé a los 30 dias de cultivo.

Ensayo 2. Efecto de la posicion del explante
en el medio de cultivo y de la posiciéon del disco de
hojas en el cilindro en la regeneracion de plantulas in
vitro

El objetivo de este experimento fue determinar el
efecto de la posicion del disco de hoja en el cilindro y de
la posicion del explante en el medio de cultivo (vertical u
horizontal) en la obtencion de plantas in vitro. Para esto se
dividio el cilindro en cinco segmentos de 0,5 cm de diame-
troy 1,0 cm de longitud. Se tomd como primer segmento
la parte basal del cilindro (Figura 1) y a partir de este se
numeraron cuatro mas.

Los discos de hojas fueron colocados en frascos
plasticos transparente Magenta® en posicion vertical y

horizontal (Figura 2).

Se emplearon 70 discos de hojas de cafia de
azlcar por cada tratamiento. A los 15 dias de cultivo se
evaluo el numero de discos de hojas contaminados (bac-
terias y hongos) y con oxidacion fendlica o amarronamien-
to. A los 30 dias se evaluo el numero de brotes por disco,
numero de brotes con raices, altura (cm) y nimero de ho-
jas de las plantas in vitro.

Figura 1. Material vegetal de cana de azUcar (Saccharum spp.)
del cultivar C97-445 empleados en la obtencion de discos de
hojas, (A) apice caulinar y cilindro de hojas inmaduras, (B) sec-
ciones del cilindro de hojas para la obtencién de los discos y (C)
numeracion de los discos.

Figura 2. Discos del cultivar de cafia de azUcar (Saccharum spp. cv. C97-445) colocados en el medio de cultivo en posicion horizontal

(A) y vertical (B).
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_J Andlisis estadistico

Los datos originales fueron comprobados para
su ajuste a la normalidad mediante prueba de Bartlett-
test, con su correspondiente Chi cuadrado. El paquete es-
tadistico utilizado fue STATISTICA sobre Windows version
8.0 del 2007. Para la evaluacion estadistica de los resul-
tados se utilizé un ANOVA bifactorial de efecto fijo para
la posicién del disco en los dos experimentos evaluados.
La comparacién de medias se realizé mediante la prueba
multiple de rango de Tukey (p<0.05). Todos los experimen-
tos fueron repetidos dos veces.

® RESULTADOS Y DISCUSION
_ JEnsayo 1

Los resultados de este ensayo demostraron la
importancia de las condiciones de cultivo del material do-
nante del explante. Asi, los discos de hojas procedentes
del Banco de Donantes en condiciones semicontroladas
tuvieron, en los dos medios de cultivo utilizados, una res-
puesta significativamente superior para las variables oxi-
dacion fendlica, presencia de contaminacion por micro-
organismos y supervivencia de explantes con respecto al
tratamiento en el que se utilizaron apices provenientes del
Banco de Donantes en campo (Tabla 1, Figuras 3 y 4). No
se observaron diferencias entre los medios de cultivo en-
sayados.

-*’ i_m‘lnu i
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Figura 3. Disco de hojas jovenes de cafia de azlcar (Saccharum
spp. cv. C97-445) proveniente del material vegetal cultivado en
el Banco de Donantes semicontrolado, a los tres dias de colo-
cados en medio de cultivo.

Es importante sefialar que la edad del explante
utilizado influyé positivamente en la liberacion de fenoles.
Estos que usamos tenian cuatro meses de edad. Con re-
lacion a este resultado, Muhitch and Fletcher (1985) plan-
tearon que tejidos jévenes son con frecuencia menos pro-
pensos al oscurecimiento sobre la excisién que otros mas
adultos. Esto fue demostrado en Rosa sp. (L.) cv ‘Paul’.
También, Duhem et al. (1988) informaron que explantes
muy jovenes de café (Coffea arabica L.) son mas propen-
sos a mostrar oxidacion fenélica que aquellos tomados de
tejidos mas viejos.

Figura 4. Disco de hojas jovenes de cafa de azUcar (Saccharum
spp. cv. C97-445) a los 20 dias de colocados en medio de
cultivo (A) Material vegetal proveniente del Banco de Donantes
en condiciones semicontroladas (B) Material vegetal tomado del
Banco de Donantes en campo.

Tabla 1. Efecto de la procedencia del material vegetal y el medio de cultivo sobre el establecimiento in vitro a partir de discos de hojas
de cafna de azUcar (Saccharum spp. cv. C97-445) a los 15 dias de cultivo.

Procedencia del Kinetina  ANA Oxidacion Contaminacion (%) Muertos Vivos
material vegetal (mgL?) (mgL") explante (%) [:ETTqECRE (010 o O 1] (%) (%)
Banco de Donante semicontrolado 0,5 5,0 0,0a 0,0 0,0 0,0a 0,0b 100a
Banco de Donante semicontrolado 1,0 5,0 0,a 1,6 0,0 1,60 a 0,0b 100 a
" 6
Banco de Donante en Campo 0,3 mg L 525¢c 24,8 7,5 32,4b 20,0a 80,0b

Porcentajes con letras distintas en una misma columna difieren significativamente para p<0.05 segun la Prueba de proporciones (*) Control (n=50).



Establecimiento in vitro de la cafia de azucar

Para el caso del durazno (Prunus persica (L.)
Batsch.) cultivar ‘Salcaja’, las pruebas demostraron que
explantes provenientes de material joven fueron menos
susceptibles a oxidarse en comparacién con los de ma-
yor tiempo de formacion, los cuales se vieron altamente
afectados por las heridas ocasionadas al tejido y con ello
se favoreci6 la oxidacion (Cabrera, 2003). Esto es debido a
que al herir o romper los tejidos se estimula la respiracion;
ademas, el material vegetal de mayor edad se encuentra
altamente lignificado y al momento de realizar los cortes,
estos se vuelven mas dificiles; de este modo se ocasionan
heridas innecesarias como rasgaduras del tejido en el ex-
plante.

En diferentes trabajos se sefiala el empleo de
sustancias antioxidantes durante el proceso de desinfec-
cién y en el medio de cultivo. Fueron empleados acido
ascorbico, acido citrico, carboén activado y polivinilpirroli-
dona (PVP) (Franklin et al., 2006; Lakshmanan et al., 2006;
Sandhu et al., 2016; Ramasamy et al., 2018).

Segun lo informado por North et al. (2012), los
tejidos meristematicos jovenes contienen altos niveles de
fenoles que son liberados al medio de cultivo durante el
establecimiento in vitro. La excrecion de estos compues-
tos esta relacionada con los estreses impuestos al tejido
debido al corte, heridas, reguladores del crecimiento y los
cambios en el ambiente durante el cultivo in vitro.

Lal et al. (2015) indicaron la conveniencia del tra-
tamiento de los explantes de cafa de azucar con antioxi-
dantes antes de ser colocados en el medio de cultivo o
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una vez en él. Ademas, la frecuente transferencia de los
explantes a medio de cultivo fresco y el mantenerlos en la
oscuridad durante los primeros siete a diez dias fueron re-
comendados como medidas efectivas en el control de los
efectos adversos de los fenoles durante el establecimiento
in vitro.

En esta misma especie vegetal, Bernal et al.
(2021) demostraron que la combinacién de brotes jévenes
de plantas crecidas en condiciones semicontroladas, con
malla para sombra del 50% y suspensién del riego, redujo
la produccién de fenoles por las plantas. Esto pudo ser
debido que en condiciones de luz reducida las plantas tie-
nen menos cloroplastos, lugar donde se sintetizan y acu-
mulan los compuestos fendlicos, los que se encuentran
localizados en las membranas de los tilacoides.

Respecto a las variables nimero de brotes por
disco y numero total de brotes por cilindro, el material ve-
getal (plantas madre) procedentes de banco de donantes
en condiciones semicontroladas y con el medio de cultivo
M1 super6 al resto de los tratamientos con diferencias sig-
nificativas. Con respecto al control (método de cultivos de
apices), el nuevo método desarrollado a partir de disco de
hojas en el medio M1 lo superé en un total de 49,0 + 3,4
brotes in vitro por cilindro (Tabla 2 y Figura 5).

Varios autores como Gill et al. (2006), Joshi et al.
(2013) y Sandhu et al. (2016) informaron la regeneracion
de plantas de forma directa a partir de discos de hojas
inmaduras sin formacion de callos en diferentes cultivares
de cafia de azucar de la India, Estados Unidos de América

Tabla 2. Efecto de la procedencia del material vegetal y el medio de cultivo sobre el establecimiento in vitro a partir de discos de hojas
de caha de azUcar (Saccharum spp. cv. C97-445) a los 30 dias de cultivo.

Procedencia del Kinetina ANA N° de Numero de brotes No total de brotes
material vegetal (mg L") (mg L) brotes/disco con raices (%) por cilindro
Banco de Donante semicontrolado 0,5 5,0 13,5+2,5a 100 49,0+3,4 a
Banco de Donante semicontrolado 1,0 5,0 7,3x1,3b 100 26,5+2,1b
" 6
Banco de Donante en Campo 0,3 mg L 0 0 1,0£0,5¢c

Medias con letras no comunes dentro de la misma columna difieren estadisticamente seguin prueba de Tukey y de proporciones para el caso del porcentaje para
p< 0,05 (n=50) (*Control) MG+EE: Media General + Error Estandar

Figura 5. Comparacion entre discos de hojas y épices en la fase de establecimiento in vitro de la cafia de azUcar (Saccharum spp. cv
(C97-445) a los 30 dias de cultivo de plantas madres en Banco de Donantes en condiciones semicontroladas. (A) Disco de hojas con
brotes in vitro (B) Discos de hojas con plantas completas (C) Brotes in vitro obtenidos a partir de épices.
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y Australia. Todos obtuvieron como mejor combinacion de
reguladores de crecimiento la kinetina (0,5 mg I') y el ANA
(5,0 mg I'"). La cantidad de brotes por cilindros varié desde
28 hasta 50 brotes in vitro en dependencia del cultivar. En
todos los casos los materiales vegetales donantes fueron
plantas de cafa de azlcar creciendo en campo. Los re-
sultados de esta investigacién coinciden con lo sefialado
por estos autores en el cultivar cubano C97-445. Ademas,
en el presente trabajo también se obtuvieron los mayores
valores en el nimero de brotes in vitro por disco (13,5+2,5)
y numero total de brotes in vitro por cilindro (49.0+3.4) con
la combinacién de 0,5 mg I'' de kinetina y 5,0 mg I' de
ANA en el medio de cultivo.

Los discos de hojas inmaduras procedentes de
plantas cultivadas en condiciones semicontroladas tuvie-
ron una mejor respuesta que los discos provenientes de
plantas creciendo en campo. Estos resultados apoyan la
importancia de la calidad fisiolégica y sanitaria del mate-
rial de partida en el éxito del cultivo in vitro.

Antes de la seleccion de los materiales vegetales
para la propagacién in vitro debe realizarse un pretrata-
miento mediante fungicidas y bactericidas para minimizar
la contaminacion en el cultivo in vitro. Ademas, para au-
mentar las probabilidades de éxito la planta madre debe
cultivarse en condiciones de invernadero para mantener la
fisiologia normal del cultivo, ademas de minimizar la con-
taminacioén in vitro (Cassells, 2005).

Al respecto, George and Debergh (2008) refieren
que durante la Fase 0 o preparativa se persigue garantizar
material vegetal de partida de alta calidad genética vy fito-
sanitaria, la cual permita disminuir los problemas de con-
taminacién por microorganismos para lograr un esquema
de propagacion in vitro real y repetible.

Segun Rakesh et al. (2011), los explantes toma-
dos de las plantas de campo tienen problemas de conta-
minacion microbiana, ya que lograr la esterilizacion total
es generalmente dificil. El estado fisiologico de la planta
donante, ademas, también influye en la respuesta de los
explantes. Al respecto, Tiwari et al. (2012) refirieron que los

4 -
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explantes de plantas cultivadas en invernadero dan mejo-
res resultados para la propagacion in vitro, ya que la carga
de contaminantes es minima en comparacién con los que
crecen en condiciones de campo.

Estos autores, asimismo, sefalaron que depen-
diendo de las condiciones climaticas durante el afio exis-
ten enormes variaciones con respecto a la respuesta de
los explantes al cultivo in vitro cuando provienen de plan-
tas cultivadas en condiciones de campo.

) Efecto de la posicion del disco de hojas en el
medio de cultivo para la regeneracion de plantas in vi-
tro

En todos los tratamientos se logrd la formacion
de brotes (100% de respuesta) independientemente de
la posiciéon en el medio de cultivo y el numero del disco.
Respecto a la variable altura los mejores resultados se al-
canzaron en la posicion vertical usando el disco 3, y para
la posicién horizontal con los discos 2 y 3 sin diferencias
significativas entre ellos. No obstante, la posicion vertical
usando el disco 3y la horizontal con el disco de igual nu-
mero no tuvieron diferencias significativas respecto a la
posicion vertical con el disco 1 (Figura 6). La altura prome-
dio de las plantas estuvo por encima de los 3,0 cm, valor
adecuado para pasar a la siguiente fase (Multiplicacion).

Segun informaron Gill et al. (2006), la formacion
de plantas a partir de discos de hojas inmaduras, indepen-
diente a la posicidn en que fueron colocados en el medio
de cultivo para esta fase, fue entre un 75-80% en el culti-
var de cafna de azicar CP88-1762 a los 45 dias de cultivo.
Los resultados obtenidos en la presente investigacion fue-
ron superiores a los informados por estos autores, habién-
dose logrado una respuesta del 100% de los explantes
(discos de hojas inmaduras) para el cultivar C97-445.

Con relacion al numero de hojas, los mayores
resultados se obtuvieron en los tratamientos en posicion
vertical con los discos 3 y 4, este Ultimo con un nimero de
hojas similar al disco 5.
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Figura 6. Efecto de la interaccion posicion del disco y nimero del disco de hojas inmaduras para la variable altura de las plantas in
vitro de cana de azUcar (Saccharum spp. cv C97-445) a los 30 dias de cultivo.
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En la posicién horizontal el mayor numero de ho-
jas correspondio al disco 2 (Figura 7).

En el caso de la variable niumero de raices, los
mejores resultados solo fueron alcanzados en la posicién
vertical y especificamente con los discos 3 y 5, sin dife-
rencias significativas entre ellos, pero si con el resto de los
tratamientos evaluados. La media del nimero de raices en
ambos tratamientos estuvo por encima de 6 (Figura 8).

Al respecto, Joshi et al. (2013) informaron que la
mejor posicién del disco de hojas para el nUmero de raices
para tres cultivares de cafa de azucar de Canal Point (Flo-
rida) fue la horizontal. Los resultados de esta investigacion
son contrarios a los informados por estos autores, aunque
cabe aclarar que estos trabajos se realizaron con diferen-
tes cultivares de cafa de azucar. Diversos autores recono-
cen la influencia del genotipo en la respuesta del explan-

te en condiciones in vitro de cultivo, tanto en la cafa de
azucar como en otras especies, lo cual podria explicar las
diferencias reportadas anteriormente (Franklin et al., 2006;
Lakshmanan et al., 2006; Taparia et al., 2012; Joshi et al.,
2013).

Para la variable nimero de brotes in vitro por ex-
plante, la mas importante en la fase de establecimiento in
vitro, los mejores resultados se alcanzaron con el disco 4
para ambas posiciones del explante, sin diferencias signi-
ficativas entre ellas pero si con el resto de los tratamientos
(Figuras 9 y10). Las medias del numero de brotes fueron
29,0 y 27,5 +6,75 para la posicion vertical y horizontal,
respectivamente.

Joshi et al. (2013) sefialaron que no encontraron
para el numero de brotes diferencias significativas segun
la posicién del disco en el medio de cultivo (horizontal o

L I N
o N
: \

\

Vertical Vertical Vertical Verical

Vertical

Horizontal Horizontal Horizontal Horizontal Horizontal

Figura 7. Efecto de la interaccion posicion del disco y nimero del disco de hojas inmaduras para la variable nimero de hojas de las
plantas in vitro de cana de azlcar (Saccharum spp. cv C97-445) a los 30 dias de cultivo.
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Figura 8. Efecto de la interaccion posicion del disco y nimero del disco de hojas inmaduras para la variable niUmero de raices de las
plantas in vitro de caha de azUcar (Saccharum spp. cv C97-445) a los 30 dias de cultivo.
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Figura 9. Efecto de la interaccion posicion del disco y niUmero del disco de hojas inmaduras para la variable nimero de brotes in vitro
de cafna de azUcar (Saccharum spp. cv C97-445) a los 30 dias de cultivo.

Figura 10. Brotes in vitro de caha de azlcar (Saccharum spp.
cv. C97-445) obtenidos a partir del cuarto disco del cilindro, a
los 30 dias de cultivo.

vertical) en tres cultivares de cana de azucar (CP84-1198,
CP88-1762 y CP89-2143). Los resultados obtenidos en el
presente trabajo apoyan lo informado por estos autores.
No obstante, Joshi et al. (2013) encontraron los mejores
resultados para esta variable en el primer disco con dife-
rencias significativas con el resto. Los valores obtenidos
por estos autores fueron 15,5 para CP84-1198; 64,8 para
CP88-1762 y 27,0 para CP89-2143.

Sin embargo, Lakshmanan et al. (2006) refirieron
que en el cultivar de cafia de azlcar Q165 los mejores re-
sultados se lograron con los discos 1, 2, 3 y 4 y descarta-
ron los discos 5 y 6. Estos autores sefalaron que estos re-

sultados pudieron deberse al transporte polar de la auxina
enddgena en el cilindro de hojas. Todo parece indicar que
los segmentos 2, 3 y 4 tienen la concentracion de auxina
endogena necesaria para inducir la formacion de brotes,
unido a la auxina exégena del medio de cultivo.

Para los segmentos 5 y 6 la concentracion de la
auxina fue critica, lo cual redujo la cantidad de brotes for-
mados. Para el caso de la presente investigacion, tanto en
el caso del disco 1 (mucha concentracion de auxina endé-
gena) y del disco 5 (baja concentracion de auxina endo-
gena) la concentracion de este regulador de crecimiento
resulto critica para inducir la regeneracion de brotes.

Ademas, a partir por los resultados obtenidos se
pudo inferir que utilizando los discos 2, 3y 4 en el cultivar
C97-445 se alcanzé un alto numero de brotes (55 por ci-
lindro). Esto permitié un ahorro de medio de cultivo, mano
de obra, tiempo y espacio, lo que hace mas eficiente la
metodologia de establecimiento in vitro de la cafia de azu-
car empleando discos de hojas inmaduras. Es importante
sefalar que en la presente investigacion se utilizé un siste-
ma de regeneracion de plantas directa o de un solo paso,
de facil repetitividad (Figura 11).

@ CONCLUSIONES

1. El empleo de plantas madre procedentes de un
Banco de Donantes en condiciones semicontroladas per-
mite lograr bajos indices de oxidacion fendlica y contami-
nacién microbiana y una mayor cantidad de brotes a partir
de un cilindro de hojas en comparacién a utilizar plantas
madres procedentes de un Banco de Donantes en campo.

2. La mejor combinacion de medio de cultivo fue
de 0,5 mg I'" de kinetina 'y 5,0 mg I'" de ANA con los ma-
yores valores en el nimero de brotes in vitro por disco
(18,5+2,5) y numero total de brotes in vitro por cilindro
(49,0+3,4) en el cultivar de cafna de azucar C97-445, a los
30 dias de cultivo.

3. Se demostro que el segmento 4 fue el de ma-
yor numero de plantas por disco; unido con los segmentos
2 y 3 permite obtener un total de 55 plantas en el cultivar
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Figura 11. Nueva metodologia para la propagacion in vitro de cafa de azlcar (Saccharum spp.) a partir de discos de hojas procedentes

de Banco de Donantes en condiciones semicontroladas.

de cafa de azucar C97-445.

4. Los resultados obtenidos en este estudio pue-
den aplicarse para la propagacién masiva in vitro de cul-
tivares de cafa de azUcar, logrando reducir el periodo de
tiempo requerido y asegurando los estandares de calidad
del material obtenido.
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