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RESUMEN

El presente trabajo se desarrollé en la Biofabrica de la cafa de azucar perteneciente a la Estacion Territorial de
Investigaciones de la Cana de Azucar (ETICA) Villa Clara - Cienfuegos. Tuvo como objetivos estudiar el efecto de la
inmersion temporal en el coeficiente de multiplicacion de diferentes genotipos de cafia de azucar, evaluar la influencia
del numero de subcultivos y el tipo de frascos en el coeficiente de multiplicacién y establecer las normas de produccion
para la fase de multiplicacién empleando sistemas de inmersion temporal. Los resultados obtenidos evidenciaron que
independientemente del genotipo evaluado, el coeficiente de multiplicacién se incrementé, observandose en la variedad
con menor respuesta valores desde 1.0 en 3.9 en el sistema convencional hasta 1.0 en 31.7 con inmersién temporal.
Con respecto al volumen del frasco de cultivo se observd que este tuvo un efecto marcado sobre el coeficiente de
multiplicacion. Los mejores resultados se alcanzaron al emplear frascos de 10 litros de capacidad, con coeficientes
que oscilaron entre 89.3 hasta 100 unidades, lo cual demostré la factibilidad del empleo de los sistemas de inmersién
temporal como parte de una estrategia de semiautomatizacion del proceso de micropropagacion de la cafia de azucar
y ademas permitié determinar que un operario debe procesar 3290 explantes en una jornada laboral. Al mismo tiempo,
se pudo determinar que el tiempo de trabajo se redujo al emplear los sistemas de inmersion temporal y por consiguiente
aumento la productividad del proceso.
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ABSTRACT

This work was done at the sugarcane biofactory belonging to the Estacién Territorial de Investigaciones de la Caria de
Azucar (ETICA) Villa Clara — Cienfuegos. The objectives were to study the effect of temporary immersion on the
multiplication coefficient of different sugarcane genotypes, evaluate the influence of the number of subcultures and the
type of vessel on the multiplication coefficient and establish the production norms for the multiplication phase using
temporary immersion systems. The results obtained showed that independently of the genotype evaluated, the
multiplication coefficient increased with observation in the varieties with lowest values from 1.0 in 3.9 in the conventional
system and up to 1.0 in 31.7 with temporary immersion. With respect to the volume of the vessel, there was a marked
effect on the multiplication coefficient. The best results were obtained using vessels of 10 L capacity with coefficients that
oscillated between 89.3 up to 100 units, which demonstrated the feasibility of using the temporary immersion systems
as part of a strategy to semi-automate the micropropagation process of sugarcane and besides it allowed us to
determine that one operator should process 3290 explants in a work-day. At the same time, it was possible to determine
that the work time reduces on using temporary immersion systems and hence increased the productivity of the process.

Key words: explants, micropropagation, multiplication coefficient, semi-automation

INTRODUCCION

Desde el ano 1980 se ha trabajado en Cuba la
Biotecnologia Vegetal en caia de azucar, vinculando
el uso de la propagacion a escala comercial con la
aplicacion de las técnicas de cultivo de tejidos. Esta
técnica ha permitido la produccion de semilla de alta
calidad para su posterior reproduccion en Bancos
de Semilla Basica y Registrada con destino a los
CAly UBPC caferas.

Existe una gran demanda de material de plantacion
de cafia de azucar, lo cual no se ha satisfecho por

los meétodos convencionales de micropropagacion.
Jiménez (1995) desarroll6 un protocolo para su
micropropagacion, aunque sus posibilidades 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 produccion mas eficientes (Lorenzo
etal., 1999).

La combinaciéon de métodos de propagacion
convencional con modernas técnicas de
micropropagacion constituyen una de las estrategias
que se emplean en Cuba. En ambos casos, se trabaja
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para su perfeccionamiento, por lo cual el presente
trabajo tuvo como principal objetivo: Estudiar el efecto
de la inmersién temporal en el coeficiente de
multiplicacion de diferentes genotipos de cafa de
azucar, evaluar la influencia del numero de subcultivos
y el tipo de frasco en el coeficiente de multiplicacion
y establecer las normas de produccion para la fase
de multiplicacion empleando sistemas de inmersién
temporal.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarroll6 en la Biofabrica de
cafia de azucar asociada a la Estacion Territorial
de Investigacion de la Cana de Azucar (ETICA) Villa
Clara - Cienfuegos. Como material vegetal se
utilizaron explantes de cafia de azucar en el tercer
subcultivo (Saccharum spp. hibrido), de tres
variedades: C86-12, C1051-73 y SP70-1284. Los
procedimientos para el establecimiento y el cultivo in
vitro se desarrollaron segun la metodologia propuesta
por Jiménez (1995).

El medio de cultivo utilizado para multiplicaciéon en la
micropropagacion convencional fue el compuesto por
las sales de Murashige y Skoog (1962), MS al 100%
suplementado con 0.02 mg.I"" de 6 Bencil
aminopurina'y 3.0% de sacarosay se ajusto el pH a
5.8 previo a la esterilizacion.

El medio de cultivo utilizado para la multiplicacién en
los SIT estuvo compuesto por sales MS enriquecidas
con 0.6 mg.I""de 6-BAP, 0.5 mg.I"" de Paclobutrazol,
100 mg.I"" de myoinositol, 3.0% de sacarosa y se
ajustd el pH a 5.8 previo a la esterilizacion (Marrero
etal., 1998).

El medio de cultivo empleado para la elongacion de
los explantes en los SIT, estuvo compuesto por las
sales MS enriquecidas con 100 mg.I"" de myoinositol,
0.05 mg.I"" de acido giberélico, 1.0 mg.I-! vitamina y
3.0% de sacarosa y se ajusté el pH a 5.8 previo a la
esterilizacion (Marrero et al., 1998).

La densidad de in6culo colocada por frasco de un
litro fue de 10 clusters y 30 clusters para frascos de
10 litros (Marrero et al., 1998). Este proceso se
realiz6 en una cabina de flujo laminar y flameando la
boca del frasco con un mechero de gas antes y
después de destaparlo.

Condiciones de cultivo para la Inmersién
temporal en caia de azucar

El desarrollo de los explantes en los SIT se produjo
bajo luz artificial con densidad de flujo fotosintético:
42.0-48.0 ymol. m" s, un fotoperiodo: 16 hluzy 8 h
de oscuridad. La temperatura de incubacion: 25+1 °C.
El nimero de inmersiones por dia fue de 8.0 con una
duracion de 3.0 minutos, segun lo establecido por
Marrero et al. (1998).

Al material vegetal utilizado se le realizaron cinco
subcultivos en los SIT por ciclo, siendo el tiempo de
subcultivo de 45 dias. En los primeros 30 dias los
explantes fueron colocados en medio de cultivo de
multiplicacion, posteriormente se pasaron a medio
de cultivo de elongacion por un tiempo de 15 dias.

Procesamiento estadistico

Para el procesamiento estadistico de los resultados
de los experimentos realizados se empled el analisis
de varianza de clasificacion simple y comparacién
multiple de medias a través del Test de Duncan. Se
utilizoé el paquete estadistico de SPSS/PC versién 9
para Windows.

Efecto de la inmersiéon temporal en el
coeficiente de multiplicacién

Con la finalidad de evaluar el coeficiente de
multiplicacién en los sistemas de inmersion temporal
en las tres variedades de cafia de azucar, se realizd
esta investigacion que partié del tercer subcultivo del
método de propagacion convencional. Se estudiaron
cinco subcultivos en SIT con una duracién de 45 dias,
partiendo de una densidad de indculo de 10 clusters/
frasco de 1.0 litro de volumen, los cuales contenian
500 ml de medio de cultivo.

Las evaluaciones se realizaron al final de cada
subcultivo y para calcular el coeficiente de
multiplicacién se tuvo en cuenta el nimero de explantes
al final del subcultivo entre la densidad de in6culo.

Influencia del tipo de frasco en la multiplicaciéon
de los explantes

Con el objetivo de conocer como influia el volumen
del frasco en el coeficiente de multiplicacién de las
tres variedades en estudio, se evaluaron SIT con
frascos 1.0y 10 litros de capacidad, inoculados segun
corresponde a cada uno. Las evaluaciones se
realizaron a los 45 dias, en el tercer subcultivo
teniendo en cuenta que en este se habian obtenido
los coeficientes de multiplicacion mas elevados para
ambos sistemas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de los métodos de propagacion en el
coeficiente de multiplicacion de las tres
variedades en estudio

Al comparar el empleo de los sistemas de inmersion
temporal con respecto al proceso de
micropropagacion se observo que los coeficientes de
multiplicacion obtenidos independientemente del
genotipo evaluado, fueron estadisticamente superiores
en los sistemas de inmersion temporal (Tabla 1) con
respecto a los resultados al aplicar el sistema
convencional.
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Tabla 1. Comportamiento del coeficiente de multiplicacion en diferentes sistemas de micropropagacion
evaluados para tres variedades de cafia de azUcar a los 45 y 21 dias de cultivo respectivamente.

SIT Sistema Convencional
Variedad Coeficiente de multiplicacién Coeficiente de multiplicacion +ES
C86-12 68.2 a 43b 0.43
SP70-1284 55.1a 40b 0.32
C1051-73 31.7a 3.9b 0.22

Valores del coeficiente de multiplicacion con letras distintas para una misma fila difieren

estadisticamente para p< 0.05

Altomar como ejemplo los resultados de la variedad
C1051-73 con la cual se logré el menor coeficiente
de multiplicacién, se observo, no obstante, que se
incrementd considerablemente desde 1.0 en 3.9 con
el sistema convencional y hasta 1.0 en 31.7 con los
SIT, resultado este que explica cuan eficiente puede
ser el proceso de multiplicacion de la cafia de azucar
si aplicamos para ello el uso de técnicas basadas en
la inmersion temporal de los explantes. En la figura
1, se pueden observar las diferencias entre los

sistemas de propagacion en cuanto al tipo de frascos,
debido a la renovacion de la atmdsfera interna en los
SIT, coincidiendo estos resultados con los obtenidos
por varios autores que han descrito las ventajas de
los sistemas de inmersion temporal para la
propagacion de diferentes especies. Alvard et al.
(1993) sefalaron que los SIT les permitieron obtener
los mejores resultados en cuanto al aumento del peso
seco y el coeficiente de multiplicacion trabajando
con el cultivar Gran Enano.

Figura 1. Sistema de inmersién temporal empleado para la micropropagacion de diferentes genotipos

de cafa de azucar.

Pérez et al. (1998), compararon el proceso de
multiplicacion en cafia de azicar empleando el sistema
tradicional y los SIT y obtuvieron los mejores resultados
en cuanto al numero de brotes por unidad de SIT (437
vitroplantas) con una produccién de biomasa total de
251g. Mientras que, en la variedad C1051-73, Lorenzo
etal. (1999) duplicaron el coeficiente de multiplicacion
y la altura de los brotes en los SIT, en comparacion
con la micropropagacién convencional, permitiendo
reducir los costos en un 46% y la calidad de las plantas
obtenidas, las cuales tienen un mejor comportamiento
en condiciones ex vitro.

Los resultados obtenidos demostraron al comparar el
coeficiente de multiplicacién alcanzado en los SIT con
los valores logrados en la micropropagacion convencional,
que es posible aumentar las capacidades productivas de
lainstalaciéon, mediante la semiautomatizacion del proceso
productivo, lo cual redundaria en un aumento de la
productividad de la Biofabrica y un decrecimiento de los
costos de produccion.

Efecto del nimero de subcultivos en el coeficiente
de multiplicacién

A partir de estos resultados, se puede observar en la
figura 2, que el coeficiente de multiplicacién
independientemente del genotipo, se incremento hasta
el tercer subcultivo lo cual pudo estar relacionado con
la influencia positiva que sobre este proceso ejercen
factores como el contacto intermitente de los explantes
con el medio de cultivo y la renovacion de la atmdsfera
del vaso de cultivo.

A pesar de las amplias ventajas de los medios de cultivo
liquidos, tienen la limitante de que no todas las especies
y/o genotipos responden de igual manera y se ha
observado una tendencia a la reduccion del coeficiente
de multiplicacion a medida que se dan subcultivos
continuos en medio liquido estéatico (Orellana et al.,
1991). Por su parte, Ortega et al. (1992), en el cultivo
de la papaya (Carica papaya L.) observaron que a
medida que aumentaba la edad in vitro disminuia el
coeficiente de multiplicacion, reduciéndose desde 5.3
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en el primer subcultivo de multiplicacion hasta 2.2
en el sexto subcultivo. Segun estos autores, es
posible que esta disminucion se deba en parte al
efecto del subcultivo continuado en medio de cultivo
liquido.

No obstante, al cuantificar la cantidad de explantes
obtenidos después de cinco subcultivos, los
resultados permitieron comprobar que se habia

alcanzado en ese momento una multiplicacion de
los explantes de 1.0 en 10 000, y por consiguiente
el limite maximo preestablecido para la multiplicacion
de la cafa de azucar segun el protocolo establecido
para la micropropagacion de esta especie, limite
este que tiene como objetivo reducir la posible
aparicion de materiales con variabilidad genética,
debido entre otros factores a que esta especie
presenta un alto grado de poliploidia.
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Figura 2. Comportamiento del coeficiente de multiplicacion de las tres variedades estudiadas durante cinco subcultivos
empleando sistemas de inmersién temporal. Sin embargo, después del tercer subcultivo en inmersién temporal
reflejan una disminucion del coeficiente de multiplicacion independientemente del genotipo evaluado.

Influencia del tipo de frasco en la multiplicaciéon
de los explantes

Estos resultados demostraron que con independencia
del genotipo existié una influencia positiva del volumen

del frasco de cultivo sobre el coeficiente de
multiplicacién. En las tres variedades se observé que
el coeficiente de multiplicacion fue superior cuando
se emplearon frascos con un volumen de 10 litros
(Tabla 2).

Tabla 2. Influencia sobre el coeficiente de multiplicacion de explantes de cafia de azucar al emplear para la
inmersién temporal , frascos de cultivo de diferentes volumenes.

Variedades SIT de 1.0 litro de volumen  SIT de 10.0 litros de volumen +ES

C 86-12 68.2b 92.1a 0.52
SP 701284 55.1b 100.0 a 0.81
C 1051-73 31.7b 89.3 a 0.72

Valores del coeficiente de multiplicacion con letras distintas para una misma fila difieren estadisticamente

para p< 0.05

Resultados similares, aunque empleando medio de
cultivo liquido estatico, obtuvo Ramirez (2000) cuando
estudié en cafia de azucar el comportamiento del
coeficiente de multiplicacién en tres tipos frasco con
diferentes volumenes. Segun Ziv (1995), cuando los
brotes crecen en frascos pequefios, estos estan
expuestos a un limitado potencial hidrico y osmético
en el medio de cultivo y un limitado intercambio de
CO, y O, Por su parte, los sistemas con frascos de
mayor volumen proveen a los explantes de mejores
condiciones de cultivo para su crecimiento, pues el
contacto con el medio de cultivo a una determinada

frecuencia y corta duracién permite una mayor
renovacion de la atmdsfera interna del frasco, lo que
mejora la oxigenacion de los tejidos, ademas de
permitir la produccién de un mayor volumen de
material en un menor espacio y un periodo de tiempo
mas corto.

Establecimiento de la norma de produccion en
los SIT

Para la inoculacion de un SIT de un litro el tiempo
que se necesita (segun valores medios) es de 20.0



minutos y se alcanza una productividad por hora de
2.94 SIT, mientras que para inocular los frascos de
10 litros el tiempo es de 35.6 minutos y la
productividad por hora es de 1.69 SIT, esto se debe
fundamentalmente a que la densidad de in6culo es
mayor y se dificulta aun mas la manipulacion de los
frascos debido al tamafio.

A pesar de obtener la menor productividad al inocular
los sistemas de 10 litros, se obtiene en ellos la mayor
eficiencia productiva, debido a que se alcanzan los
mayores coeficientes de multiplicaciéon. Ala hora de
extraer los explantes de los sistemas, la productividad
en los SIT de un litro es mayor que cuando se trabaja
con frascos de 10 litros, pero en estos ultimos se
obtiene una mayor cantidad de explantes.

A través de los valores medios, se pudo determinar
que un operario procesa 1 386 explantes producidos
por SIT de un litro en 84.5 minutos, logrando una
productividad por hora de 986.2 explantes, por lo
que en una jornada laboral un operario debe
procesar 3 290 explantes. Se aprecia que el tiempo
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gue necesita un operario para en la operacién de
extraccion de los explantes de los frascos de 10 litros
es de casi toda la jornada laboral (seis horas). Esta
productividad es menor si esta relacionada con la
productividad con los SIT de un litro, la cual esta dada
por el reducido diametro de la boca del frasco lo que
dificulta la manipulacion, la gran masa de material
vegetal que se obtiene y la cantidad de extracciones
que se realizan durante la manipulacién de los
frascos. Teniendo en cuenta estos resultados es
posible aseverar que la dificultad principal con los
SIT de 10 litros de capacidad esta en el proceso de
extraccién, ya que estos tienen como ventaja la
reduccion de espacio en las camaras de cultivoy en
los estantes, asi como un mayor coeficiente de
multiplicacion que contribuye al aumento de la
eficiencia del sistema de micropropagacion.

Utilizando los valores medios calculados
anteriormente se lograron establecer las siguientes
dos estrategias para producir 1 000 000 de vitroplantas
de cafa de azucar empleando inmersion temporal
con una capacidad de 1.0 y 10 litros (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion de las estrategias productivas utilizando sistemas de inmersion temporal de
1.0 y 10 litros para la produccién de vitroplantas de cafia de azucar.

Dias No. de No. De Explantes Tiempo de No. de
SIT labor (h) frascos
Labor SIT SIT10  SIT SIT 10 SIT 1.0 SIT 10 SIT SIT10 SIT SIT 10
1.0 1.0 1.0 1.0
Inoculacion 0 0 3 3 30 30 1 1
Cambio de 30 30 3 3* 30 30 1 1
Medio
Cosecha 45 45 96 30 960 900 33 18 192 60
Cambio de 75 75 96 30 960 900 6 192 60
Medio
Cosecha/ 90 90 0 - 30000 72 000 62 203 - -
1%"sub.Mult.
2%sub.Mult 110 110 0 - 90000 72 000 210 492 - -
Sub. Enr./PT 130 130 0 - 250000 570 50 - -
Prod.Term. 150 - - - 60 - - -
Valores 99 30+3* 250000 72 000 943 760 294 90+9*
Maximos

* Sistemas de Inmersién Temporal de 1.0 litro de capacidad.

Cuando se emplearon frascos de 1.0 litro de volumen
se debid iniciar un ciclo cada 70 dias y este se hizo
cuatro veces al afo para producir 1 000 000 de
vitroplantas de cafia de azucar y el tiempo total
empleado fue de 157 dias. Al usar frascos de mayor
volumen (10 ), se debe iniciar un ciclo cada 60 dias,
con una frecuencia de cinco ciclos en el afo para
producir igual cantidad de vitroplantas de cafa de
azucar y el tiempo total empleado es de 160 dias.

Estos resultados demuestran que una de las ventajas
de los SIT como sistemas semiautomatizados
empleados en funcién de la produccion de
vitroplantas, es la reduccion del tiempo de trabajo en
comparacién con el método convencional, lo que
permite incorporar a este mismo personal a otras
labores de produccidn y realizar multioficio.
Independientemente del genotipo empleado, los
resultados obtenidos en el presente estudio
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demuestran las ventajas de los SIT para la multiplicacion
de la cafia de azucar por esta via y como 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.
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