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RESUMEN

La cafia de azuUcar (Saccharum spp.) se propaga por cultivo in vitro tanto en medio de cultivo
semisolido como liquido. Este ultimo se emplea en Biorreactores de Inmersiéon temporal (BIT) y
se esteriliza en autoclave. El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la
esterilizacion del medio de cultivo con Vitrofural® en la calidad morfofisiolégica de brotes de
cafia de azucar var. C 1051-73 propagados en BIT. Se comparar6 la esterilizacion de los
medios de cultivo por autoclave (control) y esterilizacion quimica (Vitrofural®) en las fases de
multiplicacion, crecimiento y enraizamiento de los brotes en BIT. Al finalizar la fase de
enraizamiento y previo a la fase de la aclimatizacion ex vitro, los brotes se individualizaron y
se evaluaron las variables: niamero de brotes por explante, longitud de los brotes (cm), nimero
de hojas por brote, numero de raices, longitud de la raiz mas larga (cm), masa fresca y seca
de los brotes y las hojas. La propagacion in vitro de cafia de azucar var. C1051-73 fue posible
en BIT con el uso de Vitrofural® para la esterilizaciéon quimica del medio de cultivo. No se
observaron sintomas de fitotoxicidad del Vitrofural® sobre los brotes. Se encontraron valores
significativamente superiores para las variables evaluadas en todas las fases de la
micropropagacion desarrolladas en BIT donde se utilizé el medio de cultivo que contenia
Vitrofural®. La esterilizacion quimica con Vitrofural® de los medios de cultivo para la propagacion
in vitro de cafa de azucar var. C1051-73 en Biorreactores de Inmersién temporal favorece la
calidad morfofisioldgica de los brotes.
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Effect of Vitrofural® on morphophysiological quality of sugarcane var.
C1051-73 shoots propagated in Temporary Immersion Bioreactors

ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp.) is propagated by in vitro culture in both semi-solid and liquid
culture media. The last one is used in temporary immersion bioreactors (BIT) and sterilized in
autoclave. The objective of this work was to determine the effect of sterilization of the
culture medium with Vitrofural® on the morphophysiological quality of sugarcane var. C 1051-
73 shoots propagated in BIT. It was compared the sterilization of the culture media by autoclaving
(control) and chemical sterilization (Vitrofural®) in the stages of multiplication, growth and
rooting of the shoots in BIT. At the end of the rooting stage and prior to the ex vitro
acclimatization stage, the shoots were individualized and the variables: number of shoots per
explant, length of shoots (cm), number of leaves per shoot, number of roots , length of the
longest root (cm), fresh and dry mass of shoots and leaves were evaluated. It was possible
the in vitro propagation of sugarcane var. C1051-73 in BIT with the use of Vitrofural® for the
chemical sterilization of the culture medium. No phytotoxicity symptoms of Vitrofural® were
observed on the shoots. Significantly higher values were found for the variables evaluated in
all the stages of the micropropagation developed in BIT where the culture medium containing
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Vitrofural® was used. The chemical sterilization with Vitrofural® of the culture media for in
vitro propagation of sugarcane var. C1051-73 in temporary immersion bioreactors improve the

morphophysiological quality of the shoots.

Keywords: chemical sterilization, culture media, micropropagation, Saccharum

INTRODUCCION

En el cultivo de cafia de azUcar (Saccharum
spp.), la forma de propagaciéon mas empleada
a nivel comercial es a través de estacas
por seccionamiento del tallo. Este sistema
de multiplicacion tiene como principal
deficiencia el empleo de grandes extensiones
de tierra que se necesitan para fomentar
los distintos bancos de semillas establecidos.
El tallo que se planta podria ser aprovechado
también en el proceso productivo y
aumentaria los rendimientos. También la alta
incidencia de plagas y enfermedades afectan
los rendimientos del cultivo. Es por ello que
la produccién de semillas resulta importante,
ya que se preserva el material genético, sirve
como base para la posterior producciéon a
gran escala y para mantener plantaciones
saludables (Pérez et al., 2013).

La micropropagacion de cafia de azucar es
una importante alternativay una herramienta
de gran beneficio por el elevado numero de
plantas que se obtienen en corto tiempo.
Ademas, tiene la ventaja de proporcionar
plantas libres de patdégenos y rejuvenecidas
con gran calidad genética y fitosanitaria.
Puede ser empleada tanto para la
producciéon de semillas como para la
introduccion de nuevas variedades o la
sustitucion por otras ante problemas
sanitarios (Arellano et al., 2009; Castafieda
et al., 2014).

En Cuba, el uso de lainmersion temporal en
la propagacion in vitro de cafia de azucar
se inicié por Lorenzo et al. (1998). Otros
autores que han empleado este método de
cultivo también han demostrado que
favorece la tasa de multiplicacion y la calidad
morfolégica de los brotes asi como la
supervivencia en el ambiente ex vitro
(Rodriguez et al., 2008 ; Medeiros de Araujo
et al., 2015). En este sentido, la producciéon
de plantas con el empleo de Biorreactores
de Inmersién Temporal (BIT) constituye una
herramienta eficaz para la propagacion in
vitro con la cual se elevan los coeficientes
de multiplicacién y se aumenta la calidad

del material vegetal propagado (Escalona et
al., 1999; Aragon et al., 2005; Cejas et al.,
2011; Mosqueda et al., 2017; Vives et al.,
2017).

Por otra parte, en el cultivo in vitro, el
empleo de la esterilizaciéon por calor himedo
mediante la autoclave es una practica
generalizada. Sin embargo, muchos de los
componentes del medio de cultivo se
desnaturalizan (compuestos con actividad
bioldgica), lo que afecta el desarrollo de las
plantas y no se logra evitar que aparezcan
microorganismos contaminantes varios dias
después de haberse esterilizado el medio de
cultivo (Castafedo et al., 1999).

Con el objetivo de disminuir la contaminacion
microbiana de los explantes en todas las
fases del cultivo in vitro, se ha empleado
con buenos resultados el Vitrofural® (2-
bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano)
(http://www.cbq.uclv.edu.cu/es/producto/
5/) que se obtiene a partir del furfural de la
cafa de azucar, un aditivo quimico que se
desarroll6 en Cuba, en el Centro de
Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad
Central Marta Abreu de Las Villas (Castariedo
et al., 1999).

El esterilizante quimico Vitrofural® se
incorpora a los medios de cultivo para
eliminar los contaminantes microbianos
(Castanedo et al., 1999; Quiala et al., 2002)
y €s una practica generalizada en las
biofabricas cubanas y en otros laboratorios
comerciales a nivel internacional (Orlikowska
et al., 2012).

También ha sido utilizado en la propagacion
de pifia (Ananas comosus L.) en
Biorreactores de Inmersion Temporal con la
consecuente reduccion de los
contaminantes microbianos, incrementos de
la tasa de multiplicaciéon y mejoramiento de
la calidad morfofisiolégica de los brotes en
comparacion con los medios de cultivo
esterilizados con autoclave (Lovaina, 2001;
Escalona et al., 2010). Sin embargo, hasta
el momento, no se tiene informacién de la
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utilizacién de Vitrofural®, en la propagacion
in vitro de cafia de azucar con el empleo de
Biorreactores de Inmersion Temporal. Con
la incorporacion de este agente
antimicrobiano en la esterilizacion de los
medios de cultivo se podria mejorar la
calidad morfofisiolégica de los brotes de
cafla de azUcar. Atendiendo a lo anterior,
el objetivo del presente trabajo fue
determinar el efecto de la esterilizacion
del medio de cultivo con Vitrofural® en la
calidad morfofisioldgica de brotes de cafia
de azlcar var. C 1051-73 propagados en
Biorreactores de Inmersién Temporal (BIT).

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se desarrollaron en el
Laboratorio de Cultivo de Células y Tejidos
del Centro de Bioplantas, Universidad Maximo
Gomez Baez de Ciego de Avila.

Material vegetal

Se utilizaron plantas in vitro de cafia de azucar
variedad C1051-73 procedentes del Banco de
Semillas Basico de Jovellanos, Matanzas. Los
brotes provenian de la fase de multiplicacion
y tenian entre cuatro y seis subcultivos.

Medios de cultivo

En todos los experimentos se empled la
composicion basal del medio de cultivo
propuesto por Murashige y Skoog (1962).
Para la multiplicacién de los brotes en BIT
se utilizé el medio de cultivo propuesto por
Lorenzo et al. (1998). El pH de los medios
de cultivo se ajustd a 5.8 antes de la
esterilizacion en autoclave a 121°C y 1.2
kg cm=?y antes de la adicion del Vitrofural®.
El tiempo de esterilizacién estuvo en
dependencia del volumen del medio de cultivo
(Burger, 1988). La composicion especifica de
los medios de cultivo en las tres fases de la
micropropagacion en estudio: multiplicacion,
crecimiento y enraizamiento de los brotes en
el BIT se describen posteriormente.

Para la preparacion de los medios de cultivo
con Vitrofural® se sigui6d el procedimiento
indicado por los fabricantes (CBQ, Villa Clara,
Cuba). La homogenizacién del producto en el
medio de cultivo liquido se logré por
calentamiento (80 °C) previo a su adiciéon a
los BIT.

89
Condiciones de cultivo

Se emplearon Biorreactores de Inmersion
Temporal (BIT) propuestos por Escalona et
al. (1999) y Escalona et al. (2003). El
sistema consistid de dos recipientes de vidrio
de un litro de capacidad, mangueras de
silicona, filtros hidrofébicos de 0.2 um,
electrovalvulas y un compresor de aire. Un
frasco se utilizé para el cultivo de los
explantes y el otro para el medio de cultivo
liquido. Ambos frascos se conectaron a
través de las mangueras de silicona. Las
condiciones de esterilidad se lograron
mediante el empleo de filtros hidrofébicos
de 0.2 um. Se colocaron en estantes de
aluminio de 0.7 m de ancho x 2.3 m de
largo x 2.5 m de alto. Cada piso en el estante
contdé con un panel de luces (blancas
fluorescentes) que garantizaron un Flujo de
Fotones Fotosintético (FFF) entre 30 y 40
pmol m-2 st y un fotoperiodo de 16 horas
luz y 8 horas oscuridad.

La frecuencia y el tiempo de inmersion se
controlaron a través de un autématay en la
experimentacion fue de ocho frecuencias por
dia con cuatro minutos de duracion (Lorenzo
etal., 1998).

La esterilizacion de los BIT fue de 40 minutos
a 1.2 kg cm=2de presion en autoclave (marca
LDZX -75KBS) y 121 °C (Burger, 1988). La
temperatura del cuarto de cultivo fue de 25
+ 1 ©C. Se colocaron diez explantes (un brote
axilar con dos brotes pequefios) con una
longitud de 4 cm aproximadamente, en los
BIT de 1000 ml de capacidad, los cuales
contenian 500 ml de medio de cultivo liquido
(50 ml por explantes).

Efecto del tipo de esterilizacion del medio
de cultivo sobre la calidad
morfofisioldgica de los brotes

Con el objetivo de determinar el efecto de
la esterilizacion del medio de cultivo sobre
la calidad morfofisolégica de brotes de cafia
de azucar en las fases de Ila
micropropagacion desarrolladas en el BIT
(multiplicacion, crecimiento y
enraizamiento), se compararon dos
procedimientos de esterilizacion de los
medios de cultivo: esterilizaciéon por
autoclave (control) y esterilizacion quimica
(Vitrofural®) (Figura 1).
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Figura 1. Autoclave (2A) y frasco de Vitrofural® (2B) utilizados para la
esterilizacion de los medios de cultivo en la propagacion in vitro de cafia de
azlcar en Biorreactores de Inmersion Temporal.

En las fases de multiplicacion y crecimiento de
los brotes de cafia de azucar en el BIT, se
utilizé el protocolo propuesto por Lorenzo et al.
(1998). El medio de cultivo utilizado fue el de
Murashige y Skoog (1962) (MS), con 0.3 mg I*
de Benciladenina (BA) y 1 mg I de Paclobutrazol
(PBZ). La duracion de la fase de multiplicacion
fue de 28 dias. La fase de crecimiento de los
brotes se realiz6 en el mismo BIT s6lo que se
cambio el frasco de medio de cultivo por otro
con la misma composicién del medio de cultivo
MS, con 1 mg I* de Acido Giberélico (AG)). La
duracion de esta fase fue de 15 dias.

El enraizamiento de los brotes se realiz6 en el
mismo BIT, pero en esta fase se procedié a
variar la composicion del medio de cultivo
(reduccion de las sales MS al 50% y sacarosa
40 g 1) y se adicion6é Acido Naftalenacético
(ANA) 1 mg I (Napoles et al., 2017). El volumen
de medio de cultivo para esta fase fue de 750
ml para garantizar la inmersiébn completa de
todos los brotes y la duracion fue de 15 dias.

Al finalizar la fase de enraizamiento, y previo a
la fase de la aclimatizacion ex vitro, los brotes
se individualizaron y se realizaron las siguientes
evaluaciones: nimero de brotes por explante,
longitud de los brotes (cm) medidos desde la
base hasta la insercion de la dltima hoja, nimero
de hojas por brote, nUmero de raices, longitud
de la raiz mas larga (cm).

La masa fresca de los brotes se determind
mediante el pesaje en balanza (SARTORIUS TE
412) y se expres6 en gramos. Para la masa

seca los brotes se secaron en estufa (HS 62A)
a 70 °C durante 72 h; después de este tiempo
se determind la masa a peso constante y se
expreso en gramos.

Se emplearon tres BIT por tratamiento con diez
explantes iniciales cada uno para un total de
30 explantes por tratamiento.

Anadlisis estadistico

Se utiliz6 el programa SPSS (version 11.5 para
Windows). Los datos fueron sometidos a la
prueba de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y
a la prueba de homogeneidad de varianzas
(Levene). En el caso de que las variables no
cumplian con uno de los criterios sefialados con
anterioridad se procedio6 a la transformacion de
los datos. El tipo de transformacion se explica
en cada unade las tablas y/o figuras. Se realizo
el andlisis a partir de la prueba t de Student
para experimentos monofactoriales con dos
niveles y prueba de rangos multiples de Tukey
para valores de p<0.05. Los datos de variables
discretas se transformaron con la ecuacion
X'=(x+0.5)2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del tipo de esterilizacion del medio
de cultivo sobre la calidad
morfofisioldgica de los brotes

La propagacion in vitro de cafia de azlcar
var. C1051-73 fue posible en BIT con el uso
de Vitrofural® para la esterilizacién quimica
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del medio de cultivo. No se observaron
sintomas de fitotoxicidad del Vitrofural® sobre
los brotes que se mantuvieron de color verde
intenso como en el control de esterilizacion
por autoclave. Tampoco se detectd la
presencia de contaminantes microbianos en
el medio de cultivo en las fases de la
micropropagacion evaluadas.

Se encontraron valores significativamente
superiores para las variables evaluadas en
todas las fases de la micropropagacion
desarrolladas en BIT donde se utilizd el medio
de cultivo que contenia Vitrofural® en
comparacion con el tratamiento que empled
el medio de cultivo esterilizado por autoclave,
lo cual coincidio con los resultados informados
en pifia por Escalona et al. (2010). En este
sentido, en la fase de multiplicacion el uso
del Vitrofural® no solo fue efectivo para la
estilizacion quimica del medio de cultivo, sino
que ademas influyé positivamente en la
multiplicacion de los brotes (Figura 2).

Por otra parte, las ventajas de los BIT en la
propagacion in vitro en diferentes cultivos
es bien conocida. Por ejemplo, en pistacho
(Pistacia vera L.) (Akdemir et al., 2014),
Chrysanthemun (Hahn y Paek, 2005),
bananos (Basail et al., 2013), en Psidum
guajava (Napoles et al., 2015), entre otros.
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También en cafia de azlcar se han logrado
incrementos de la tasa de multiplicacion
(Lorenzo et al., 1998; Yadav et al., 2014;
Medeiros de Araujo et al., 2015). Sin
embargo, los resultados demostraron que la
aplicacion del Vitrofural®, ademas de eliminar
la necesidad del uso de autoclave para la
esterilizacion de los medios de cultivo
aumento el nimero de brotes en esta
variedad.

De igual forma, en la longitud de los brotes
(Figura 3 A) y el nUmero de hojas por brote
(Figura 3 B), se observd que el tipo de
esterilizacién tuvo influencia. La
esterilizacion quimica con Vitrofural® fue la
de mejores resultados, con diferencias
significativas con respecto al tratamiento
de esterilizacion por autoclave.

En el cultivo en inmersion temporal de cafa
de azucar Lorenzo et al. (1998) en esta misma
variedad, informaron un aumento en la longitud
de los brotes en comparaciéon con el medio
de cultivo semisodlido. Un resultado similar se
obtuvo cuando se utilizé el Vitrofural® al
aumentar la longitud y nimero de hojas de
los brotes pero con diferencias significativas
para estas variables en el tratamiento de la
esterilizacion del medio de cultivo con
Vitrofural®.

Vitrofur al

Tipo de esterilizacion

Figura 2. Nimero de brotes por explante de cafia de azlcar var. C1051-73
obtenidos después de 58 dias de cultivo en Biorreactores de Inmersion
Temporal (BIT) con dos tipos de esterilizacion del medio de cultivo. Los
datos representan las medias de tres BIT por tratamiento (n=30). Letras
diferentes sobre barras indican diferencias significativas segun la prueba t
de Student para p<0.05. Los datos fueron transformados seguny” = (y) °5.
Media general 22.05 brotes y error estandar 0.1552.
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Figura 3. Longitud y niumero de hojas de brotes de cafia de aztcar var. C1051-73
obtenidos después de 58 dias de cultivo en Biorreactores de Inmersion Temporal
(BIT) con dos tipos de esterilizacion del medio de cultivo. Los datos representan
las medias de tres BIT por tratamiento (n=30). Letras diferentes sobre barras
indican diferencias significativas segun la prueba t de Student para p<0.05. Los
datos del nimero de hojas fueron transformados segun y” = (y) ®°. Media general:
longitud de los brotes 6.36 cm y 5.64 nimero de hojas. Error estandar 0.4132 para
longitud de los brotes y 0.2203 para namero de hojas.

Al igual que para las variables anteriores, los
brotes que se mantuvieron expuestos a la
accion del medio de cultivo esterilizado con
Vitrofural® lograron los mejores resultados en
cuanto al numero y longitud de las raices,
con diferencias significativas con respecto al
tratamiento de esterilizacién por autoclave
(Figura 4 A, Figura 4B).

En la micropropagacion de la cafia de azucar
en inmersion temporal Lorenzo et al. (1998)
realizaron la individualizacion de los brotes y
posterior enraizamiento en frascos
convencionales con medio de cultivo liquido
por lo cual no informaron el efecto de la
inmersién temporal en la formacion de raices.
Méas adelante, Napoles et al. (2017)

propusieron una modificacion del medio de
cultivo con la reduccion de las sales MS al
50%, sacarosa40 g Ity 1 mg It de ANA para
mejorar la calidad de los brotes y aumentar
su supervivencia a las condiciones ex vitro.
En el presente estudio se siguid6 el
procedimiento establecido por dichos autores,
sin embargo se logré una mayor formacion de
raices cuando se empled el medio de cultivo
esterilizado con Vitrofural®.

Al analizar la masa fresca y seca de los brotes
y de las hojas de cada brote por separado,
previo a la fase de aclimatizacion ex vitro, se
encontraron diferencias significativas para
ambos tipos de esterilizacion del medio de
cultivo (Tabla 1). Los brotes que se cultivaron
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Tabla 1. Efecto del tipo de esterilizacion del medio de cultivo en la masa
de brotes y hojas de cafia de azucar var. C1051-73 previo a la fase de

aclimatizacién ex vitro.

Tipo de Masa fresca Masa seca Masa fresca Masa seca
esterilizacion brotes (g) brotes (g) hoja (g) hoja (g)
Autoclave 0.5434 b 0.0598 b 0.0229 b 0.0042 b
Vitrofural® 0.7500 a 0.4840 a 0.0419 a 0.0233 a
Media general 0.6467 0.2719 0.0324 0.0137
Error tipico +0.0478 +0.0271 +0.0008 +0.0008

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas
segun la prueba de rangos multiples de Tukey para p<0.05

desde la fase de multiplicacion al
enraizamiento in vitro en BIT con el medio de
cultivo esterilizado con Vitrofural® mostraron
resultados superiores al tratamiento de
esterilizacion por autoclave. En este sentido,
la masa seca de los brotes, fue ocho veces
superior al tratamiento de esterilizacidon con
autoclave y la masa seca de las hojas fue de
5.5 veces superior a dicho tratamiento. La
calidad que presentan los brotes en el cultivo
in vitro es un factor importante para su
posterior supervivencia al ambiente ex vitro
(Aragon et al., 2010) En general, los brotes
de cafia de azucar que enraizaron en BIT en
el medio de cultivo esterilizado con Vitrofural®
presentaron los mejores indicadores
morfofisiolégicos de calidad.

Al analizar estos resultados, podria
considerarse que el Vitrofural® unido al
intercambio gaseoso que se logra en el BIT
permite condiciones que favorecen el
fotoautotrofismo y el consiguiente aumento
de fotosintetatos lo cual se comprobé con el
incremento significativo de la masa seca. Es
evidente que los brotes al tener mayor masa
tienen mejores condiciones para enfrentar las
condiciones de estrés a las que van estar
expuestos durante el transito in vitro- ex
vitro.

El efecto favorable del tratamiento donde se
empled Vitrofural® en las variables evaluadas
pudo ser debido a la no utilizacién de la
autoclave para la esterilizacion del medio de
cultivo. Durante este proceso las altas
temperaturas provocan efectos negativos
sobre los componentes del medio de cultivo,
como la degradacion de los azucares,
reguladores del crecimiento, aminoacidos,

reduccion de la calidad de los agentes
gelificantes entre otros (Hurtado, 1987). Por
tanto, cuando este no se utiliza, el efecto se
minimiza, lo que hace que aumente la
estabilidad de los componentes del medio de
cultivo y posibilita que los nutrientes puedan
ser aprovechados mejor por los explantes. El
Vitrofural® ha sido efectivo para la
esterilizacion quimica de los medios de cultivo,
y ha permitido eliminar el uso de la autoclave
en la micropropagaciéon convencional a escala
comercial de otros cultivos como papa
(Solanum tuberosum L.), bananos (Musa
spp.) y pifia en medio de cultivo semisolido
(Castafiedo et al., 1999). Se considera que
tanto el medio de cultivo como su composicion
son factores que determinan un adecuado
crecimiento y desarrollo de los brotes en la
micropropagacion (Montes et al., 2016).

CONCLUSIONES

La esterilizacion quimica con Vitrofural® de
los medios de cultivo para la propagacion in
vitro de cafia de azucar var. C1051-73 en
Biorreactores de Inmersion temporal favorece
la calidad morfofisiolégica de los brotes.
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