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Resumen

Con el fin de evaluar el efecto de la densidad de siembra sobre variables
asociadas al desarrollo radicular (longitud y materia seca) en cultivo in vitro de cafa
de azucar (Saccharum officinarum) en la variedad CC 05-430, bajo el sistema
inmersion temporal (SIT), se realizé este experimento donde se usaron tres medios
de cultivo: M1, M2, M3y un testigo (T).Todos los medios de cultivo en diferentes
proporciones estuvieron compuestos por los reactivos sacarosa, acido citrico, carbén
activado, Acido 1-naftalenacénico-NAA, Kinetina, Sales MS y Myo-Inositol. Las
densidades de siembra fueron evaluadas en el medio Cenicafia a razén 50 y 90
plantas/biorreactor. Los resultados obtenidos indicaron que la densidad de siembra
no afectd el desarrollo de raices en la variedad, por lo cual, en las pruebas de los
medios de enraizamiento se uso la densidad de 90 la cual hace mas eficiente el
sistema. Los medios de enraizamiento mostraron estadisticamente mayor eficiencia
en longitud y numero de raices en M2 y M3, el peso seco de la raiz fue mayor en M3
el cual contenia 50 gramos de sacarosa mientras los demas medios solo eran 25
gramos, adicionalmente M3 no contenia kinetina, por lo que podria concluirse que la
cantidad de azucar adicionada al medio de cultivo bajo SIT influy6 en el desarrollo
radicular de cafia de azUcar (Saccharum officinarum), en la variedad CC 05-430;
adicionalmente, se recomienda la exclusion de la fitohormona kinetina, que sin ser

adicionada en el M3 no afect6 las variables evaluadas.

Palabras claves: Sistema de inmersion temporal, desarrollo radicular, densidad de

siembra, cafia de azUcar, cultivo in vitro.



Abstract

In order to evaluate the effect of seeding density on variables associated with
root development (length and dry matter) in in vitro culture of sugarcane (Saccharum
officinarum) in the CC 05-430 variety, under the temporary immersion system (SIT)
this experiment was carried out where three culture media were used: M1, M2, M3
and a witness (T). All culture media in different proportions were composed of the
reagents sucrose, citric acid, activated carbon, 1-naphthalene-NAA acid, Kinetin, MS
salts and Myo-Inositol. The planting densities were evaluated in the Cenicafia
medium at a rate of 50 and 90 plants/bioreactor. The results obtained indicated that
the planting density did not affect the development of roots in the variety, therefore, in
the tests of the rooting media, the density of 90 plants was used, which makes the
system more efficient. The rooting media showed statistically greater efficiency in
length and number of roots in M2 and M3, the dry weight of the root was greater in
M3 which contained 50 grams of sucrose while the other media were only 25 grams,
additionally M3 did not contain kinetin, so it could be concluded that the amount of
sugar added to the culture medium under SIT influenced the root development of
sugar cane (Saccharum officinarum), in the variety CC 05-430; additionally, the
exclusion of the phytohormone kinetin is recommended, which without being added in

the M3 did not affect the variables evaluated.

Keywords: Temporary immersion system, root development, planting density, sugar

cane, in vitro culture.
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Introduccién

La Cafia de azucar (Saccharum officinarum) es un cultivo que se utiliza como
recurso natural, de gran uso a nivel mundial, del cual se puede obtener azlcar, panelay
diferentes subproductos con sostenibilidad ecologica. Las melazas, son el principal
subproducto, siendo la materia prima para las industrias del alcohol y sus derivados, asi
mismo, el bagazo es usado para la produccion de papel y la generacion de energia

(Betancourt, 2017).

A nivel mundial, se encuentran 121 paises productores de cafia de azUcar,
donde los 15 paises con mayor produccion son Brasil, India, China Tailandia, Pakistan,
México, Cuba, Colombia, Australia, USA, Filipinas, Sudafrica, Argentina, Myanmar y
Bangladesh, concentrando el 86.0% de area y una produccion total de 1333 millones de
toneladas métricas. (Ojeda, 2014). En Colombia estos cultivadores se encargan de
abastecer a 13 ingenios de la regién azucarera La Cabafia, Carmelita, Cauca,
Manuelita, Maria Luisa; Mayaguez, Occidente, Pichichi, Providencia, Risaralda, Riopaila
castilla y Sancarlos. (Procafia, 2015). Con 241,994.39 hectareas sembradas en el

sector (informe anual 2020).

En Colombia el avance de la investigacion y la tecnologia en el cultivo de la cafia
ha ampliado el portafolio de productos a la cadena de produccién, entre ellos se
encuentran: azucar, mieles, alcohol industrial, alcohol potable, alcohol carburante,
energia eléctrica, preparaciones alimenticias, abonos organicos (Asocafia 2006-2007),
debido a la capacidad de produccién del sector, se requiere elevar los volimenes de

produccion e introducir nuevas variedades con caracteristicas agronoémicas deseadas.
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Pero, el cultivo de la cafia de azucar como cualquier cultivo esta expuesto al
ataque de diversos agentes patdgenos, que desencadenan enfermedades de
importancia econdmica dentro de las cuales se tienen las causadas por bacterias como:
La enfermedad del raquitismo de la soca (RSD) agente causal es Leifsonia xyli subsp.
xyli, escaldadura de la hoja (LSD) causado por Xanthomonas albilineans y asi mismo,
enfermedades causadas por virus (SCYLV), el virus de la hoja amarilla cuyo agente
causal es Sugarcane yellow leaf virus, virus baciliforme cuyo agente causal es
Sugarcane baciloformis virus (SCBV). Ademas, enfermedades causadas por hongos
fitoparasitos como: Roya naranja (Puccinia kuehnii) y la Roya café (Puccinia
melanocephala). Debido a esta problematica se han realizado investigaciones
desarrollando técnicas biotecnoldgicas que permiten ayudar al sector agricola a mejorar

la calidad y evitar la propagacion de enfermedades.

Cultivo in vitro es una técnica para obtencion de plantas libres de patégenos,
propagacion de plantas y conservacion e intercambio de germoplasma, donde el
material vegetal se mantiene en condiciones de laboratorio en recipientes herméticos y
estériles (Villamizar, 2005) y en cafia de azucar se ha utilizado desde hace mas de 50
afos (Nickell, 1964), también es utilizada para la introduccion de nuevos cultivares y
limpieza de nuevas plantaciones de semilla original en apoyo al mejoramiento genético.
En la mayoria de los métodos de propagacion in vitro utilizados se producen brotes
individuales o grupos de brotes de material vegetal, los cuales requieren de una fase
adicional de multiplicacion y crecimiento de mas plantulas y la formacion de raices de

estas antes de salir a las condiciones naturales (Cheema y Hussain, 2004).
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Para permitir la multiplicacién, crecimiento y enraizamiento del material vegetal in
vitro en cada recipiente hermético, se debe suministrar condiciones Optimas de luz y
temperatura, asi como un sustrato de alimento (medio de cultivo) que consiste en una
mezcla de carbohidratos (sacarosa), fitohormonas y vitaminas, este debe tener los
nutrientes esenciales para la planta, sustancias minerales (macro y micronutrientes),
vitaminas, aminoacidos, agua y otros. Las composiciones quimicas de los medios de
cultivo resultan esenciales para las plantas porque forman parte de los requerimientos
para el crecimiento, de 47 productos y suministran energia para la sintesis de
metabolitos y el mantenimiento celular. Estos medios de cultivo pueden ser sustratos
semisolidos o liquidos para la planta, y deben ser preparados bajo condiciones

asépticas para evitar contaminacion en el material vegetal. (Roca et al 1991).

La multiplicacion del material vegetal se realiza mediante el sistema convencional
o sistema de inmersion temporal SIT. En el sistema convencional se mantienen en
contacto constante y estéatico con el medio (semisélido o liquido), mientras que el SIT
creado en el afio 1997 en el Centro de Cooperacion Internacional en Investigacion
Agrondmica para el Desarrollo (CIRAD) de Francia por Teisson et al. (1996), ventajas
del sistema: contacto intermitente del medio de cultivo liquido con el explante en un
tiempo corto y la consecuente renovacion de la atmosfera gaseosa, evita la
hiperhidricidad de los tejidos y la acumulacion de gases toxicos (Basail et al 2019),
aumenta la produccion, facilita la manipulacion directa para su trasplante al campo,

reduccion de costos por vitroplantas. Basail, M. (2005)

Cenicafia esté utilizando este sistema desde el 2017 en cafia de azUcar para la

multiplicacion de semilleros sanos de variedades CC. Al implementar el SIT se encontro
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que la variedad CC 05-430 presentaba pocas raices, dificultando la obtencién del

material vegetal 6ptimo para aclimatacion.

Por tal motivo, el presente trabajo evalué bajo el (SIT) la cantidad de plantas por
recipiente (biorreactor) y los diferentes medios de enraizamiento que permiten mejorar
la cantidad o desarrollo de raices en la variedad CC 05-430, la cual es considerada

promisoria en Colombia.
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Problema

La multiplicacion masiva de cafia de azlcar por el SIT en cultivo in vitro, se usa
para la produccion de semilleros con el fin de obtener semilla sana. Sin embargo,
algunas variedades de cafia de azucar son dificiles de multiplicar por este medio como
es el caso de la variedad promisoria CC 05-430 que en la actualidad esta adquiriendo
gran importancia en nuestra region. El problema se esta presentando en la etapa de
enraizamiento con el SIT y se manifiesta en la siembra de invernadero en donde se
realiza el proceso de aclimatacion. Si las plantas no cuentan con un buen
enraizamiento, estas mueren en estas condiciones aumentando el tiempo, la mano de

obra y los costos de produccion.

¢ Existe diferencias en la cantidad, peso y longitud de las raices en las plantas
del cultivar de cafia CC 05-430, segun diferentes medios de cultivo en la etapa de

enraizamiento in vitro bajo el (SIT)?

¢La densidad de siembra por recipiente (plantas/biorreactor) o los diferentes
medios de cultivo en la etapa de enraizamiento in vitro bajo el (SIT), generan

diferencias en la longitud del tallo y las plantas del cultivar de cafia CC 05-4307?
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Justificacion

Uno de los desafios del sector azucarero es el desarrollo de tecnologias para
mejorar la productividad de los cultivos (Reyes, Orozco & De la Cruz, 2015). El cultivo
de cafia de azucar es afectado por diferentes microrganismos sistémicos, causando
enfermedades de importancia econdmica para el sector azucarero; para la propagacion
de semilla, se ha optado en muchos lugares por producir plantas sanas por cultivo in
vitro usando el SIT con el fin de disminuir la afectacidén de estos patégenos en lotes
semilleros. Sin embargo, en algunas variedades de cafia de azUcar este sistema ha
presentado dificultades en la fase de enraizamiento, como es el caso de la variedad CC
05-430 en la cual se hace importante identificar si la densidad de plantas por recipiente
o los medios de cultivos establecidos para la induccion de raices requieren de cambios
0 aumentos en las concentraciones en sus componentes. Por lo anterior, en este
trabajo realizado en el Centro de Investigacion de la Cafia de Azucar de Colombia,
CENICANA, se evaluaron tres medios de cultivos que sirvieron para incluir al protocolo
de multiplicacién por el SIT en la fase de enraizamiento de la variedad mencionada
anteriormente, disminuyendo el tiempo de enraizamiento y la eficiencia en la produccion
de plantas libres de patégenos, que a largo plazo se espera ayude a mantenery
mejorar la produccién de esta especie agricola para mantener la entrega continua a los

ingenios y proveedores en el valle del rio Cauca.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar diferentes medios de cultivos para el enraizamiento de plantas de cafia
de azucar (Saccharum officinarum) de la variedad CC 05-430 en condiciones in vitro en

el sistema de inmersion temporal.

Objetivos especificos

e Comparar densidad de siembra con el medio de cultivo de enraizamiento
Cenicafia en plantas de cafia de azUcar-variedad CC 05-430.

e Estimar el efecto de tres medios de cultivo sobre el desarrollo de raices en
plantas de cafa de azlcar- CC 05-430 a partir de las variables de

respuestas: densidad poblacional, longitud y materia seca.
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Marco teérico

Cafia de azlucar (Saccharum officinarum).

La cafa de azucar es originaria de Nueva Guinea, de alli emigro6 a diferentes
lugares del norte de Africa, sur de Europa y Asia, luego fue introducida al continente
americano por Cristébal Colon y se extendié hacia Brasil en donde surgio una de las
primeras industrias azucareras, y hacia Peru en donde se convirtio en la base principal
de riqueza de la colonia durante mas de doscientos afios. En el afio 1533 Pedro de
Heredia ingreso la cafia de azucar por el caribe cuando fundé Cartagena y en 1541
llegé al Valle del Cauca con Sebastian de Belalcazar. (Victoria, J | y Calderdon, H

Cenicafia).

Taxonomia

La cafia de azUcar presenta la siguiente clasificacion botanica (Ecured, 2017):

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Subclase: Commelinidae

Orden: Poales

Familia; Poaceae

Género: Saccharum
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Especie: Spontaneum y robustum (silvestre), edule, barberi, sinense y

officinarum (Doméstica)

La cafia de azucar que se siembra actualmente en Colombia corresponde al
género S. officinarum y provienen de hibridaciones introducidas de otros paises como:
JAVA (PQOJ), Barbados (B), Hawai (H), Puerto Rico (PR), India (CO, coimbatore),
Estados Unidos (CP, LP), Venezuela (V), Brasil (SP, RB) y Republica Dominicana (RD)
(Osorio, 2007). Las variedades Cenicafia Colombia (CC) fueron creadas con el fin de
generar resistencia a plagas, enfermedades y seleccionadas para diferentes zonas
agroecoldgicas, la cual fue desarrollada para el ambiente semi-seco. Un caso de éxito
es la variedad CC 05-430 siendo la tercera variedad mas sembrada con 18,118.32
hectareas que corresponde al 7.49 % del area cultivada en Colombia (informe anual
2020), destacada por su alta productividad, rapida germinacion, cierre rapido que limita
el desarrollo de arvenses, alto macollamiento y mayor poblacion, su porte erecto facilita
la cosecha y es resistente a plagas (salivazo y Diatraea spp.) y enfermedades (Carbon,
Mosaico, Roya naranja y Roya café) (Cenicafia, 2019). Gracias a sus buenas
caracteristicas y alto rendimiento se requiere de la multiplicacion masiva para la
siembra de semilleros sanos con el fin de para garantizar la cantidad y la calidad de la

semilla.

Requerimientos edafoclimaticos

La cafia de azucar se desarrolla Ambiente fisico

* Temperatura
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* Luz y fotoperiodo

* Humedad
En zonas tropicales y sub tropicales que cuenten con condiciones ambientales como:
temperaturas medias entre 24 y 28°C, precipitaciones entre 980 a 1800, humedad
relativa de 80%; también es importante que los suelos sean francos-areno-arcilloso, con
profundidad de 80 a 90 cm lo cual ayudara a tener un buen drenaje, también es
importante que posean buen contenido de materia organica, alta capacidad para
almacenar agua, un pH entre 5,5 a 8 y unas buenas condiciones quimicas como la
capacidad de intercambio cationico. Estas caracteristicas ayudaran al buen desarrollo
del cultivo en cada una de sus etapas (germinacion, crecimiento vegetativo, maduracion

y cosecha (Cassalett, et al., 1995).

Morfologia

La cafia de azUcar cuenta con partes importantes para su desarrollo: raiz, tallo,

hojas y flor.

Raiz

El sistema radicular permite el anclaje al suelo de la planta y la absorcién de
nutrientes hacia el tallo que se distribuyen por las hojas y la flor. Se originan a partir de
la banda de primordios radical, localizada en el anillo de crecimiento del trozo original
(estaca) que se planta o siembra. Son delgadas, muy ramificadas y su periodo de vida
llega hasta el momento en que aparecen las raices en los nuevos brotes o “chulquines”,

Brotan de los anillos de crecimiento radical de los nuevos brotes. La cantidad, la
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longitud y la edad de las raices permanentes dependen de las variedades, sin embargo,
existen factores ambientales como el tipo de suelo que afectan su desarrollo (Cassalett

et al 1995).

En la cafia de azUcar esta distribucion puede ser de los tipos: absorbentes o
superficiales, de anclaje o sostén y profundas. Las raices superficiales predominan en
los primeros 60 cm de profundidad y su distribucion horizontal en el suelo alcanza hasta

2 m (Cassalett et al 1995).

Las raices se clasifican en primarias, adventicias y primordiales el crecimiento de
las raices lo determinan factores como: resistencia mecéanica, disponibilidad de agua,

oxigeno y energia.

En cafia de azlcar obtenida por multiplicacion in vitro cuando se pasa a la
induccion del enraizamiento en las plantas provenientes de la micro propagacion es
mas dificil a causa de las altas concentraciones de citoquininas (en especial, la 6-
bencilaminopurina) que se agregan a los medios de cultivos para provocar el

ahijamiento, antes de pasar las plantas a un medio de enraizamiento (Roca, 1991).

La cantidad y longitud de raices dependen de las variedades y los medios de
cultivo, en los reportes encontrados la cantidad maximo es de 20 raices y la longitud de
10 cm por plantas, Rangel et al encontron que la altura de planta, el nUmero de raices
por planta y la longitud de las mismas son afectados por la concentracion de sales en el
medio de cultivo en las tres variedades que evaluaron (P < 0.05). De igual forma
consistente, las sales completas del medio de cultivo MS favorecieron el alargamiento

de las plantas, pero redujeron la formacion de raices y su longitud en diferentes
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variedades. Con el medio de cultivo a la mitad de la concentracion de sales minerales el

sistema radicular fue mayor y mas compacto (Rangel et al, 2016).

En la mayoria de los métodos de propagacion in vitro utilizados en esta especie
se producen brotes individuales o grupos de brotes, los cuales requieren de una fase
adicional para su crecimiento y la formacion de raices antes de salir a las condiciones
naturales (Cheema y Hussain, 2004; Ali et al., 2008; Behera y Sahoo, 2009; Yadav et

al., 2014; Medeiros et al., 2015).

La formacién de raices in vitro es una practica generalizada y en ocasiones es el
anico método para enraizar una planta, en inmersion temporal se producen brotes
individuales o grupos de brotes que requieren de su enraizamiento in vitro antes de ser

transferidos a condiciones naturales (Borrero et al 2017).

Tallo

Los tallos son puente para el transporte de nutrientes y agua, un tallo puede
llegar a medir 2 a 3 m por afio y puede llegar a formar hasta 23 macollos y tienen forma
erecta. Cada variedad tiene diferentes caracteristicas de acuerdo con las condiciones
ambientales y manejo agronémico, en el tallo se encuentra la sacarosa y rentabilidad

del cultivo.

Existen variedades en las cuales el desarrollo vegetativo no es uniforme y
presentan una alta frecuencia de tallos con edades muy diferentes (Cassalett, et al.,

1995).
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Cuando se realiza la multiplicacion de plantas por cultivo in vitro para la etapa de
multiplicacion se determiné que hay mayor nimero de brotes en explantes provenientes
del medio de cultivo Murashige y Skoog (1962). Ademas, los tallos crecen de acuerdo a
las condiciones que se le dé al cultivo la altura de un tallo por cultivo in vitro puede tener
un maximo de 3,65 cm y por lo que se hace necesario determinar el tiempo y la
frecuencia de inmersion segun la fase de cultivo para satisfacer los requerimientos del

material vegetal (Escalona, 2006).

De Feria et al. (1998), recomendaron para los recipientes de los SIT una
densidad de 40 brotes de cafia de azucar, la cual les permitié obtener mayor coeficiente

de multiplicacién (10,92) y un peso promedio de 5,74 mg por brote.

Determinacion de la densidad de explantes en el cultivar de platano vianda
"INIVITPV-2011" (AAB) en el SIT cuando sembraron 80 explantes se aumenté el

coeficiente de multiplicacién (Pérez et al, 2011).

Hojas

Las hojas son largas, delgadas y planas en promedio pueden medir entre 0.90 a
1.5 m de largo y varian de 1 a 10 cm de ancho, segun la variedad. Se encarga de llevar

a cabo el proceso de la fotosintesis (Cassalett et al 1995).

Meristemo apical

Se encuentra en la parte superior de la planta, esta célula meristematica se
encuentra cubierta por primordios, al ser extraida se regenera y da origen a una planta

con las mismas caracteristicas genética de la planta madre, son utilizados para la
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produccion de plantas libres de patdgenos por la falta de carencia de vias de
conduccion para virus y viroides en estos tejidos permite lograr la sanidad de las

plantulas.

Métodos de propagacion

La propagacion del cultivo de cafia de azlcar se puede realizar de tres formas:

Sistema convencional

En este sistema se usan yemas que son sometidas a proceso de hidrotérmico
para eliminar de plantas libres de patégenos. Estas yemas se siembran bajo
invernadero en bandejas plasticas usando un substrato compuesto por suelo, cachaza y
arena en partes iguales; a los 3 meses después de sembradas las yemas, las plantulas

generadas se puede hacer el trasplantar a campo (Victoria y Calderén, 1995).

Multiplicacion por esquejes

En este sistema se utilizan trozos del tallo de una edad entre 6 a 8 meses, cada
trozo es de aproximadamente 30 cm de largo y que abarquen de tres a cuatro yemas,
las cuales se siembran directamente en el campo. Se recomienda hacer diagndstico de
enfermedades para establecer si debe o0 no emplear material de determinado semillero

(Martinez, 2012).

Cultivo in vitro (meristemos)

Es una técnica que permite separar la célula meristematica del explante en

condiciones asépticas, controladas y se desarrolla en un medio de cultivo con
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caracteristicas fisico-quimicas definidas, este proceso esta compuesto por diferentes
fases las cuales ayudaran al desarrollo del cultivo en condiciones del laboratorio

(Victoria y Calderén, 1995).

Fases del cultivo in vitro

Seleccion de la semilla: las plantas de las cuales se extrajeron las yemas tenian
una edad entre siete y ocho meses, se les realizo un tratamiento preventivo para evitar
propagacion de enfermedades en el cultivo, sembrar las yemas y tenerlas bajo
invernadero durante seis semanas brindandole condiciones sanitarias éptimas y riego
adecuado para permitir un crecimiento vigoroso con el fin de obtener explantes con un

grado de desarrollo adecuado (Victoria y Caldero, 1995).

Establecimiento del meristemo: Los explantes (tallos) obtenidos en la seleccién
de semillas son llevados al laboratorio donde se realiza el proceso de desinfeccion para
eliminar contaminantes externos como hongos y bacterias que se pueden encontrar en
los tallos. Después se llevan a cabina de flujo laminar donde se realiza la extraccion de
los meristemos y se ponen en un medio de cultivo estéril que contiene fitohormonas
para la elongacion de las células meristematicas durante dos meses, dando inicio al

ciclo del cultivo (Moreno y Victoria, 1991).

Multiplicacion de brotes: Los meritemos que presentaron un buen desarrollo se
pasan a la etapa de multiplicacion donde dan origen a los nuevos brotes con la ayuda
de un medio de cultivo que contiene fitohormonas como las citoquininas que ayuda a la

division celular, en este proceso se hacen las divisiones y resiembras de los brotes
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nuevos a biorreactores hasta obtener el nUmero de plantas requeridas (Roca et al

1991).

Enraizamiento de las plantas: Es la Ultima etapa de las plantas antes de salir a
condiciones ex in vitro. En los métodos de propagacion in vitro utilizados en cafia de
azucar se producen brotes individuales o grupos de brotes, los cuales requieren de una
fase adicional para su crecimiento y la formacion de raices (Heema y Hussain, 2004).
Pero en algunas variedades se presenta dificultad en inducir un sistema radical que sea
completamente efectivo cuando la planta se transfiere al suelo (George, 1993). Las
raices que se forman son las raices adventicias, son monocotiledéneas se desarrollan
en los nudos inferiores del tallo que al penetrar en la tierra realizan la funcion de las
raices normales. Para obtener raices por in vitro se utilizan fitohormonas como las
auxinas que ayudan a estimular la formacion de raices (Olmos, 20159). La raiz permite

sostener la planta y la absorcion de los nutrientes en la aclimatacion ex in vitro.

El enraizamiento in vitro se conoce como la etapa de transferencia de las partes
aéreas (brotes) a los medios de cultivo de enraizamiento con auxina para la formacion
de raices adventicias. La formacién de raices en un brote in vitro es un proceso
complejo que consta de al menos dos etapas: la formacion de primordios de raices a
partir de ciertas células susceptibles y el crecimiento de raices. Ambas etapas requieren

auxinas, aunque las necesidades de cada una son diferentes y depende de la especie.

Después de saber la importancia de las raices en las plantas, el enraizamiento in
vitro se obtiene mediante la induccién de auxinas, en algunas especies se obtienen de

manera natural, al ser inducidas se debe tener en cuenta las concentraciones de las
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hormonas. Se ha reportado que las concentraciones mas altas de NAA (acido 1-
naftalenacético) reducen la induccion de la raiz ya que promueve la biosintesis de
etileno, el cual tiene un efecto inhibidor en el enraizamiento de la cafia de azlcar (Tesfa
et al 2016). Por su parte Gill et al. (2005) sostienen que 5 mg L-1 de NAA mejoran la
regeneracion de vastagos en las variedades CoJ64, CoJ83 y CoJ86 de cafa de azucar

y que en ausencia de auxinas no hay regeneracion de tejidos en estas variedades.

Figura 1. Proceso de produccién de plantas por cultivo in vitro.
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Sistemas de propagacion de la cafia de azlcar por cultivo in vitro

Estos sistemas de multiplicacion permiten obtener las plantas requeridas para la
siembra o conservacion de un cultivo, mediante el sistema in vitro, los sistemas que

mas se utilizan son:
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Sistema convencional: se utiliza un recipiente de vidrio que contiene medio de

cultivo estatico previamente esterilizado, donde la planta hace su desarrollo vegetativo.

SIT: se utiliza para la multiplicacion de plantas de manera masiva, para el
aprovechamiento de los espacios, disminucién de tiempo, disminuir costos en la
produccion de plantas, este sistema se compone de dos contenedores que le permiten
la introduccion de aire por una valvula, que permite el medio de cultivo pasar de un
contenedor a otro. La técnica de propagacion de tejidos vegetales llamada (SIT), este
sistema es una herramienta que abre la posibilidad de semiautomatizar los procesos de
micropropagacion de cultivo in vitro a partir del uso de biorreactores y bajo unas
condiciones asépticas y controladas, obteniendo asi obtener mejores resultados (Bello
et al.2015). La multiplicacién mediante 4pices cultivados in vitro, ofrece una valiosa
alternativa para la reproduccion acelerada de semillas agamicas, permitiendo reducir
ciclos de multiplicacion en los programas de semilla y garantiza la obtencién de plantas

libres de enfermedades (Pérez et al., 1998).

Medios de cultivos

La composicion de los medios de cultivo que se emplean en el cultivo in vitro de
plantas varia segun el tipo de tejido que se quiere propagar (protoplastos, callo,
meristemos), las etapas de desarrollo del material (multiplicacion, elongacién o
enraizamiento), el tipo de sistema (convencional o inmersién temporal), y la especie
vegetal que se quiera multiplicar. A tal punto que se puede encontrar diversa literatura

de los medios de cultivo a emplear y en algunos no se tiene informacion porque la
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especie vegetal no se ha trabajado o porque existe un interés comercial que limita o

evita compartir esta informacion.

Teniendo en cuenta que cada especie vegetal tiene sus requerimientos
particulares para maximizar cada una de las etapas de desarrollo, se debe procurar por
establecer los componentes y cantidades en particular que permiten su propagacion
adecuada. En términos generales cada medio debe estar conformado por:
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, aminoacidos, azucares y en algunos casos

para medios sélidos agentes gelificantes (Murashige y skoog1962).

Macronutrientes: Los seis elementos mayores: nitrégeno (N), fosforo (P), potasio
(K), calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre (S), conforman los macronutrientes requeridos

por las células vegetales para alcanzar un crecimiento adecuado estructuralmente.

Micronutrientes: Se consideran importantes para el desarrollo de las plantas y se
utilizan en bajas concentraciones, para el crecimiento de los vegetales. De los que mas
se utilizan son: hierro (Fe), manganeso (Mn), zinc (Zn), cobre (Cu), boro (B) y

molibdeno (Mo) (Murashige. et al.1962).

Vitaminas: Las plantas superiores sintetizan las vitaminas esenciales que
contribuyen a su crecimiento y desarrollo, pues estas se insertan en las células

vegetales para contribuir a su normal progreso (Perea 2009).

Carbohidratos: Son las fuentes de carbono mas importantes en los cultivos in

vitro; por consiguiente, las condiciones de crecimiento deben ser estimuladas con el
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empleo de los carbohidratos para promover el proceso de la fotosintesis. La glucosa

provee energia de manera mas rapida a las células vegetales.

Reguladores de crecimiento: Se conocen como fitohormonas vegetales actian a
muy bajas concentraciones, permiten el desarrollo y metabolismo del vegetal para la
obtencion de plantas por cultivo de meristemas (Kartha et al., 1981), de acuerdo a la
etapa que se encuentre el cultivo es importante agregar al medio sustancias
reguladoras de crecimiento para el desarrollo del cultivo, las fitohormonas mas usadas

son las auxinas, citoquininas y giberelinas (Roca et al 1991).

Antioxidantes: Se ha reportado que el carbon activado y acido citrico ayudan a
disminuir el efecto de oxidacion de fenoles, se puede agregar estos componentes al

medio de cultivo (Roca et al 1991).

Clasificacion de los medios de cultivo:

e Medio 1. Permite a la célula meristematica elongar en la primera etapa.

e Medio 2: Ayuda a la division celular para la obtencién de nuevas plantas
en la multiplicacion.

e Medio 3: Su funcién es estimular la aparicion de raices en las plantas para

ser luego ser llevadas a la etapa ex in vitro para su aclimatacion.

En la etapa de enraizamiento se realiz6 el ensayo por el SIT en biorreactores,
debido a que el sistema ayuda a la multiplicacion masiva, reducir en gran medida el
tiempo, la mano de obra y los costos asociados a la micropropagacion de plantas por

cultivo in vitro (Da Silva et al., 2020).
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Metodologia
Localizacion

Este trabajo se realizé6 en CENICANA Centro de Investigacion de la Cafia de
Azucar de Colombia en el laboratorio de cultivo in vitro en el &rea de fitopatologia, en la
estacion experimental ubicada en el corregimiento de San Antonio de los caballeros
(EESA), perteneciente al municipio de Florida (Valle del Cauca), a 3° 21’ de latitud
Norte, 76° 18’ de latitud Oeste y 1024 metros sobre el nivel del mar. En la figura 2 se

muestra la ubicacion de Cenicaria.

Figura 2. Mapa de ubicaciéon de Cenicafa.

SAN ANTONIO DE LOS CA

Fuente: Area geomatica de Cenicafa.
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Obtencion del material vegetal

En la etapa cero se seleccionaron 15 plantas de la variedad CC 05-430 que
tenian 8 meses de edad; se extrajeron las yemas con ayuda de una cizalla y se les
realizé el tratamiento térmico un pre tratamiento por 10 minutos y al otro dia otro
tratamiento durante una hora a 51°C, para eliminar patdgenos de origen bacteriano
(Cenicafa 1996). Luego se sembrd la semilla en sustrato de carbonilla y se dejaron por
20 dias, culminado este tiempo las plantas germinadas se trasplantaron individualmente
en vasos de icopor en sustrato compuesto por suelo y arena en una proporcion 3:1 por
10 dias. Posteriormente se colocaron las plantas a termoterapia por 21 dias siguiendo
el protocolo de Cenicafa. Finalizado el tiempo en termoterapia, se cortaron los tallos de

las plantas y se llevaron al laboratorio de cultivo in vitro.

Fase de laboratorio

La figura 3 representa de forma resumida el proceso de laboratorio posterior a la

obtencion del material vegetal.

Figura 3. Proceso de enrizamiento por el SIT en plantas de cafia de cafia de azucar.

Fuente: Autoria propia (2021).
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Nota: a. brotes seleccionados, b. siembra en biorreactores, c. desarrollo de las

plantas, d. plantas después del enraizamiento, e. evaluacion de las plantas.

Los explantes extraidos en la fase anterior fueron llevados al laboratorio al
proceso de esterilizacion el cual se realizo de la siguiente manera: se lavaron con agua

potable, luego se sumergieron en TEGO 51 por cinco minutos.

La esterilizacion de los explantes se realiz6 a partir de lavado con desinfectante
TEGO con agua, para quitar el TEGO 51 se sumergieron nuevamente en una solucion
de hipoclorito de sodio al 3% por 20 minutos y por altimo se lavaron con agua
esterilizada. Después de tener los explantes en condiciones asépticas se procedio a
extraer los meristemos en la camara de flujo laminar con ayuda de un estereoscopio,
pinzas y bisturi previamente esterilizados, luego se sembraron en medio previamente
estéril, utilizando el sistema convencional en frascos viales los cuales contenian 5 ml de
medio liquido nutritivo MS1 (tabla 1); se sellaron los frascos con vinipel (papel plastico)
se rotularon y de dejaron 30 dias, después los meristemos vivos se pasaron a frascos
compotas que contenian 25 ml del medio MS1 y se dejaron otros 30 dias para obtener

la elongacion de los meristemos elongados.

Después de tener meristemos elongados se utilizé el SIT- RITA® (recipiente de
inmersion temporal automatizada) donde el compartimiento superior contiene explantes
y el inferior contiene el medio de cultivo liquido, estan unidos entre si, al introducir aire
por los filtros la presion entra hasta la parte inferior y empuja el medio al compartimiento

superior donde las plantas se sumergen temporalmente, al bajar la presion el medio
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regresa al compartimiento inferior y la frecuencia y periodo de tiempo pueden regularse,

(figura 4).

Figura 4. Sistema de Inmersion temporal - Rita con meristemos elongacion

Fuente: Autoria propia (2021)

Utilizando cinco meristemos con 200 ml medio MS1 (tabla 1) que esta
programado con ocho inmersiones diarias cada tres horas y tiene un periodo de luz de
16/8 horas luz, se dejaron los meristemos por 15 dias y después se les cambio el medio
por MS2 200 ml y se dejaron 15 dias mas, este proceso se hizo antes de pasar las

plantas a los biorreactores (figura 1).

Los meristemos provenientes de las RITAS® se sembraron en biorreactores
(recipiente vidrio de 4 L y otro de 750 ml para el medio de cultivo con tapones de
caucho y dos agujeros para conectar las mangueras entre si con dos filtros) con 300 ml
de medio liquido MS2 (tabla 1) este proceso se realiz6 con cambio de medio cada 15

dias y division cada 30 dias hasta la cuarta divisién donde se obtuvieron las plantas
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para la etapa de enraizamiento. El SIT fue programado a ocho inmersiones diarias con

10 minutos, 16 horas luz, ocho horas de oscuridad y humedad relativa de 60%.

Las condiciones de preparacion de los medios de cultivo se establecieron de
acuerdo a Roca (1991), total asepsia en todo el proceso desde los pesajes de los
componentes, se ajusto el pH correspondiente a cada medio y posteriormente
esterilizados a 121°C por 21 minutos. Después de estar a temperatura ambiente se

adicionaron los reguladores de crecimiento.

Tabla 1. Medios de cultivos para la elongacion de los meristemos y multiplicacion de

las plantas.
Medio (MS1) Medio (MS2)
Funcion Componentes
elongacién multiplicacién
Fuente
Sacarosa (Q) 25 25
carbohidratos
Antioxidantes Acido citrico (100mg/L) 100 100
Carbén activado (mg) 10 10

Acido Indol Butirico
Reguladores 1
(IBA)0.05mg/mL-10mg/200ml



Acido giberelico (Ga3) 10mg/100mL

6-Bencilaminopurina, benciladenina

(BAP) mg

Kinetina 10 mg/100mL)

Vitaminas Sales MS vitaminas (g)

Myo-Inositol (mg)

pH pH (5.75-5.80)

4,43

100

40

4,43

100

Nota. Los reguladores se prepararon en soluciones stock y se alicuota con

pipeta a cada medio por litro.

Ensayo para evaluar dos densidades de siembra en la variedad CC 05-430 de

cafa de azlcar.

Para evaluar el efecto de densidades de siembra sobre el enraizamiento de las

plantulas de CC 05-430, se empled el material vegetal de la division cuarta etapa de

multiplicacion. Se seleccionaron las plantas que tuvieran igual tamafio y se

distribuyeron aleatoriamente en los tratamientos a evaluar que consistian en 50 y 90

plantas por biorreactor (recipiente de vidrio de 4 L).
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Las plantas se dejaron por un tiempo 45 dias y se cambio el medio liquido
Cenicafa cada 15 dias después se evaluaron las plantas. Las condiciones del
fotoperiodo fueron 14 horas luz (proporcionado por lamparas de luz fluorescente x
longitud de onda o intensidad de la luz) y 10 horas oscuridad a una temperatura

promedio de 23°C y humedad relativa de 60%.

Para evaluar las densidades se tomo de cada biorreactor 20 plantas al azar
donde se registré el numero de raices, longitud de raices, longitud del tallo y longitud de

la planta luego de 30 dias en el medio de enraizamiento de Cenicafia.

Una vez se obtuvo la densidad se establecieron los tratamientos del estudio
correspondientes a los medios de cultivo: medio 1 (M1), medio 2 (M2) y medio 3 (M3),

los cuales fueron comparados con el medio de cultivo Cenicafia Testigo (Tabla 2).

Tabla 2. Medios de cultivo utilizados para el enraizamiento en la variedad CC 05-430

por cultivo in vitro en el SIT.

Cenicafia
Funcion Componentes M1 M2 M3
Testigo
Fuente
Sacarosa (g) 25 25 25 50
carbohidratos
Acido citrico (100mg/L) 100 100 100 100

Antioxidantes

Carbén activado (mg) L 50 50 50 50



Acido 1-naftalenacénico
(NAA)5

Reguladores mg/mL.500mg/100mL
Kinetina 10 mg/100mL)
Sales MS vitaminas (g) L
Vitaminas

Myo-Inositol (mg) L

pH (5.75-5.80)

4,43

100

4,43

100

2.215

100

42

2.215

100

Nota. Los reguladores se prepararon soluciones stock y alicuota con una pipeta

a cada litro.

Evaluacién de medios de cultivos.

Teniendo en cuenta los resultados de densidad de plantas por biorreactor se

procedio a evaluar el efecto de diferentes medios de cultivo sobre el enraizamiento de

las plantas, para lo cual se seleccionaron 1080 plantulas de igual tamafio provenientes

de cuarta division y se distribuyeron aleatoriamente en biorreactores para un total de 90

plantas por biorreactor y un total de doce biorreactores, los cuales se dejaron por un

espacio de 45 dias, 15 dias en medio sin reguladores de crecimiento como un pre-

acondicionamiento y descanso y 30 dias en los medios de enraizamiento renovando los

medios cada 15.
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Las variables evaluadas fueron peso fresco y seco de las raices el peso de la
planta, para esto se utilizé una balanza analitica Mettler Toledo con una precisién de
0.0001. Para obtener el peso seco de las raices se dejaron secar las muestras a 65°C
por diez horas en un horno Thermo Scientific. Las variables longitud del tallo, longitud

de la planta y longitud de las raices se midieron con una regla.
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Anadlisis estadistico

Para el analisis de densidad de 50-90 de plantas y para el andlisis de los medios
de cultivo se empled un disefio completamente al zar. Los datos se corrieron en

programa estadistico SAS. 9.4 modulo start 15.1 y las graficas con SAS graph disefio.
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Resultados y Discusién
Densidad de plantas por biorreactor de cafia de azlcar en la variedad CC 05-430

La variedad CC 05-430 en biorreactores después de 30 dias de enraizamiento
muestra que una planta puede tener en promedio entre 13 a 15 raices por planta y las
raices de 1 cm aproximadamente, teniendo el tallo de la planta una longitud entre 7 a 8
cm de longitud para una longitud total de 18 a 20 cm cada planta. Entre las densidades
de siembra de 50 y 90 plantas por biorreactor con el medio Cenicafia, no se
presentaron diferencias significativas con ninguna de estas variables (figura 4); sin
embargo, tener 90 plantas por biorreactor permitiria disminuir los costos de produccion
de los medios, incrementar el nimero de plantas teniendo un mismo espacio, lo cual

mejoraria la relacioén costo beneficio.

Figura 5. Cantidad de raices, longitud de raices, longitud de la planta y longitud del tallo
de la variedad CC 05-430. Empleando 50 y 90 plantas por biorreactor bajo el SIT

durante 30 dias empleando el medio de enraizamiento Cenicafia.

Densidad de siembra A 20.18

18.6

15.03
12.95
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Letras no comunes indican diferencias significativas en la densidad de s
variables evaluadas para la densidad de segun prueba Tukey (P < 0.05) no se

encontraron diferencias.

Estudiar la densidad de explantes por frasco permite segun Orellana (1998)
establecer mejores proporciones del medio de cultivo, mano de obra y reactivos en
general, siendo este un parametro de vital importancia; ya que se optimiza el uso de los
recipientes generando ganancias en el proceso. En términos de densidad, Basail et al
(2007) encontré que aumentar la densidad de plantas de yuca en SIT se refleja en un

aumento en el coeficiente de multiplicacion y peso total de la planta.

Medios de enraizamiento para cafia de azlcar en la variedad CC 05-430.

Se encontraron diferencias significativas en los medios de cultivos evaluados en
la variedad CC 05-430 al modificar algunos componentes en los tratamientos, tal como

se registra en la tabla 2.

Numero de raices: Para los medios de enraizamiento se presentaron diferencias
(P < 0.001), siendo el medio 2 y el medio 3 los mejores en comparacion al medio 1y

medio Cenicafa (tabla 3).

Tabla 3. Efecto de los medios de cultivo en cada una de las variables evaluadas en la
variedad CC 05-430 en el sistema de inmersion en el enraizamiento in vitro de las

plantas.
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Peso
Peso Peso
Medios Numero Longitud Longitud Longitud total de
himedo seco
enraizamiento raices  raices tallos planta la
raiz raiz
planta
12,62 + 1,94 + 015 + 0,01 £+£588 + 1527 + 0,61 =
Cenicafa (T)
1,14b 0,19b 0,04 c 0,002b 0,24ab 0,79b 0,07 b
11,13 £ 2,55 + 0,12 £ 0,01 + 6,61 + 19,79 = 0,51 +
M1
1,14b 0,19b 0,04 c 0,002c 0,24ab 0,79a 0,07 c
2455 + 3,95 + 040 + 0,02 +567 + 2025 + 0,75 %
M2
1,14a 0,19a 0,04b 0,002b 0,24b 0,79 a 0,07 b
25,58 + 3,60 + 067 +004 +439 + 1369 + 1,16 +
M3
1,14a 0,19a 0,04a 0,002a 0,24c 0,79 b 0,07 a

Nota. La cantidad de cada componente por litro. Medio Cenicafia sacarosa 25g,

NAA 5 mg, sales MS 4.43g, medio 1. Sacarosa 25g, NAA 3mg, medio 2. Sacarosa 25q,

NAA 3mg, sales MS 2.215 y medio 3. Sacarosa 50g, NAA 3mg, sales MS 2.215g.

Longitud de las raices: Se presentaron diferencias entre los medios de

enraizamiento para esta variable (P < 0.001). Los medios M2 y M3, se diferenciaron del

medio testigo en las dos variables. Peso humedo de las raices (P < 0.001). Peso seco

de las raices (P < 0.001), M3 fue mejor en comparacion de los otros medios.
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Longitud de los tallos: Para los medios de enraizamiento presento las diferencias
(P < 0.001), en el medio Cenicafia, M1y M2 se obtuvo mejor desarrollo de los tallos em

comparacion con M3.

Longitud de la planta: Los medios de enraizamiento presentaron las diferencias
(P < 0.001), donde M1y M2 presentaron mayor longitud de las plantas y se diferencié

de los otros medios.

Se observa que al reducir el NAA y las sales MS (medio 2) o reducir el NAA,
reducir las sales, incrementar la sacarosa y retirar la kinetina (medio 3) se puede tener
un incremento en la cantidad de raices y longitud de raices en las plantas de CC 05-
430. Por otra parte, no basta con solo disminuir el NAA; ya que el medio 1, no se
diferencié del medio Cenicafia en estas variables. Por otra parte, el medio 3 permite
tener un mayor peso de las raices y las plantas, por lo cual es el medio aconsejado

para seguir multiplicando esta variedad.

Los compontes y la cantidad de cada ingrediente en los medios generan
diferencias en los genotipos (Murashige, Skoog, 1962 y Tesfa, M., Admaassu., B. y

Bantte., K. (2016).

La sacarosa se adiciona al medio de cultivo de las plantas in vitro para permitir
un rapido crecimiento heterotréfico ya que la produccion de energia y carbohidratos por
la fotosintesis in vitro cuando la iluminacién baja en los cuartos de cultivo in vitro

dificulta el desarrollo adecuado en las plantas (Leifert et al., 1995).
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La citocinina kinetina (KIN) se utiliza para estimular la division celular, el

crecimiento y el desarrollo. (Pierik, 1990).

En el caso de la sacarosa para aumentar el enraizamiento se debe utilizar 30 g
por litro de acuerdo a la necesidad de cada genotipo, de lo cual se pudo evidenciar en
este estudio y en lo reportado por Tesfa, (2016) argumenta que es muy significativa en
la longitud de la raiz y el nimero de raices por brote, las raices se desarrollan mejor en
cuanto a cantidad y longitud y peso humedo y seco. También al adicionar sales a la
mitad MS con diferentes concentraciones de NAA no se registra ningln enraizamiento
en los micro-brotes sin presencia de sacarosa, con esta investigacion también se
evidencia que al reducir las sales y dejar la misma cantidad de azucar el peso de las

raices no aumento.

De acuerdo a Roca, (1991) en cafia de azucar obtenida por multiplicacion in vitro
cuando se pasa a la induccién del enraizamiento en plantas provenientes de la
micropropagacion es mas dificil a causa de las altas concentraciones de citoquininas
(en especial, la 6-bencilaminopurina) que se agregan a los medios de cultivos para
provocar el ahijamiento, antes de pasar las plantas a un medio de enraizamiento, por tal
motivo se debe realizar un periodo de descanso de las plantas en medio sin

citoquininas antes de anexar los medios de enraizamientos.

Teniendo en cuenta que las citoquininas son para division celular se deben
eliminar en la etapa de enraizamiento, debido a que la planta esta en funcion de

produccion de raices.
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El mismo autor ha encontrado que al adicionar sales a la mitad MS con
diferentes concentraciones de NAA no se registra ningun enraizamiento en los micro-
brotes sin presencia de sacarosa, con esta investigacion también evidencia que al
reducir las sales y dejar la misma cantidad de azUcar el peso de las raices no aumento,
por lo tanto, la sacarosa es indispensable en la produccion de raices y su calidad. El
presente estudio en M2 a partir de la reduccién del 40 % NAA 'y el 50 %? de las sales
MS con relacién al testigo, aumento el enraizamiento y mantuvo un mejor desarrollo en

las plantas, pero disminuyo el peso de las raices.

Teniendo en cuenta que NAA hace parte de las auxinas es importante tener en
cuenta que las etapas fisioldgicas del enraizamiento también estan correlacionadas con
los cambios en las concentraciones de auxinas endogenas (Heloir et al. 1996). Al
aplicar auxina exdgena, la concentracién de auxina endégena alcanza un pico
coincidiendo con el inicio del proceso de enraizamiento (Gatineau et al.1997). Al
respecto, Caboni et al. (1997) encontraron que una alta concentracion de auxinas
enddgenas normalmente se asocia con una alta tasa de enraizamiento al comienzo del
proceso. En este sentido es importante adicionar la afirmacion de Da Silva et al., (2020)
argumentan que la generacion de raices se obtiene dependiendo del genotipo y que la
adicién de la fitohormona NAA acelera el enraizamiento y mejora los plantas, es
importante que la concentracion de los inductores de raices no se utilice en grandes

cantidades y se realice de forma equilibrada.

Acosta et al., (2008), concluye que el enraizamiento in vitro se conoce como la
etapa de transferencia de las partes aéreas (brotes) a los medios de cultivo de

enraizamiento con auxina para la formacion de raices adventicias. La formacion de
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raices en un brote in vitro es un proceso complejo que consta de al menos dos etapas:
la formacion de primordios de raices a partir de ciertas células susceptibles y el
crecimiento de raices. Ambas etapas requieren auxinas, aunque las necesidades de

cada una son diferentes y depende de la especie.

Rangel et al, 2016, indica que con el medio de cultivo a la mitad de la
concentracion de sales MS, encontraron que el sistema radicular fue mayor y mas
compacto. De igual forma las sales completas del medio de cultivo MS favorecieron el
alargamiento de las plantas, pero disminuyeron la cantidad de raices, esto ocurre

cuando se evalué la longitud de las plantas (tabla 3).

Aunque la variedad CC 05-430 por cultivo in vitro mediante el SIT se ha
caracterizado por presentar dificultad de enraizamiento, con los resultados obtenidos se
podré realizar la propagacion de la variedad teniendo en cuenta la densidad de 90
plantas por biorreactor, ya que antes se utilizaba una densidad de 50, lo que permite

aprovechar més el espacio y tener 90 % de plantas enraizadas.

En los componentes del medio cabe resaltar que en cuanto al costo, el valor del
medio disminuiria teniendo en cuenta que las fitohormonas y las sales MS son costosas
y hace que el sistema y el medio beneficien a cualquier productor en la produccion de

semilla de sana y de calidad.

Finalmente es importante tener en cuenta que, aunque se hacen muchos
esfuerzos por obtener raices in vitro, algunas variedades son vulnerables y no
funcionan bien en condiciones in vivo (no tienen o tienen pocos pelos radiculares), por

lo que mueren rapidamente y deben ser reemplazadas por nuevas raices subterraneas.
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Un mal desarrollo del sistema de raices dificulta el crecimiento in vivo, especialmente
cuando hay una alta transpiracion. Es extremadamente importante que las plantas in
vitro pierdan la menor cantidad de agua posible cuando se plantan en condiciones ex
vitro (De Souza y Grasso 2012). También sugieren que el genotipo también tiene una
importancia clave en el proceso de enraizamiento, es en caso de la variedad CC 05-430

que presento dificultad en esta etapa.
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Conclusiones

No se observo un efecto en la cantidad y longitud de raices en la variedad CC
05-430 a diferentes densidades de siembra, sin embargo, se recomienda emplear 90

plantas/biorreactor para optimizar la produccion y disminuir costos.

Las diferencias presentadas a los 45 dias en el nimero y peso de raices de las
plantas evaluadas al disminuir las sales MS a la mitad, NAA al 60 %, duplicar la
sacarosa y quitar la kinetina en etapa de enraizamiento, sugiere una importante
incidencia de la proporcion de estas sustancias en el desarrollo radicular de cafia de

azucar (Saccharum officinarum), en la variedad CC 05-430 bajo el SIT.
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Anexos

Anexo 1. Medios de cultivo con los componentes y cantidades.

Cenicafa = 25 g sacarosa + 5 mg ANA + 0,1 mg

kinetina + 4,43 g Sales

Medio 1 = 25 g sacarosa + 3 mg ANA + 0,1 mg

Kinetina + 4,43 g Sales

Medio 2 = 25 g sacarosa + 3 mg ANA + 0,1mg

Kinetina + 2,215 g Sales

Medio 3 =50 g sacarosa+ 3 mg ANA + 2,215 g Sales

Anexo 2. Graficas de los medios de enraizamiento segun las variables evaluadas del

desarrollo de raices.
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Anexo 3. Variables de evaluadas para el desarrollo de la planta en los medios de

enraizamiento.

b
13,7

i

20,3

153

19,8

Longitud de planta (cm)

Anexo 4. Andlisis de varianza.

ab

ab 33,0

28,4 29,4

c
22,0

Longitud de tallos (cm) x5

Variable g.IN g.ID F P Signif. Analisis

F=44,93; g.l.=3,236; P <

NR 236 44,93 <0.0001  **= 0.001
F=2292;9.l. =3,236;, P<

LR 236 22,92 <0.0001 0.001
F=1519; 9.l =3,236; P<

LT 236 15,19 <0.0001  *** 0.001
17,17 F=17,17;9.1. =3, 236; P <

LP 236 <0.0001 ¥ 0.001
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PHR

PTP

PSR

236

236

236

36,96

19,02

25,15

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

*k%

*k%

*k%k

F =36,96; g.l. =3, 236; P <

0.001

F=19,02; g.l.=3, 236; P <

0.001

F =25,15; g.l. =3, 236; P <

0.001
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