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MULTIPLICACION MASIVA DE SEMILLA SANA DE
VARIEDADES DE CANA DE AZUCAR MEDIANTE CULTIVO DE
TEJIDOS VEGETALES

Raul O. Castillo, Alexandra Gémez y Freddy Garcés”™
INTRODUCCION

El cultivo de tejidos vegetales in vitro, constituye un variado grupo de técnicas, mediante
la cual un trozo de planta, denominado “explante”, se cultiva asépticamente en un medio
de composicién quimica definida, conocido como medio de cultivo. Este tiene todos los
elementos nutricionales esenciales para el crecimiento de una planta, bajo condiciones
ambientales controladas. La temperatura, luminosidad, humedad relativa, y el medio de
cultivo dependerad de la especie y el objetivo perseguido: Asi por ejemplo, para la
multiplicacion masiva de cafla de azucar se utiliza un medio basico con los elementos
nutritivos mayores y menores, carbono o elemento energético como la sacarosa, ciertas
hormonas de crecimiento, vitaminas y elementos antioxidantes.

El cultivo de tejidos, es una herramienta complementaria para establecer sistemas de
multiplicacion masiva de variedades de cafia de azUcar libres de enfermedades
sistémicas. A demas, puede ayudar a proporcionar miles de plantas en forma rapida y de
alta calidad. En cafia de azucar el cultivo de tejidos se usa como complemento de los
sistemas de tratamiento de agua caliente y termoterapia.

En forma general, el tratamiento de agua caliente ha sido usado para la limpieza de
patdgenos causantes de enfermedades como el raquitismo de la soca (Clavivacter xyli
subsp. xyli Davis et al), clasificada actualmente dentro del género Leifsonia (Hoy y Flynn,
2001), y la escaldadura de la hoja (Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson), (Victoria,
Guzman 'y Angel, 1995). Este
tratamiento conjuntamente con la
termoterapia y cultivo de meristemos
permite la limpieza de enfermedades
causadas por virus, como el mosaico
(SCMV), y el sindrome de la hoja
amarilla (Sugarcane Yellow Leaf Virus,
SCYLV) (Victoria, et al., 1997). Ataques
severos de éstas enfermedades
pueden disminuir la produccion entre el
15 al 35%, dependiendo de Ila
enfermedad (Victoria, Guzméan y Angel,
1995). Todas ellas estan ampliamente
distribuidas en Ecuador (Garcés vy
Valladares. 2001, Garcés, 2003).

La transmisién de las mismas tanto en
la semilla como entre los canteros
comerciales se produce con mucha
facilidad, ya que se disponen de
vectores (&fidos principalmente) y a
través del machete, durante el corte de Figura 1. Yemas tratadas en agua caliente y

la cafa. Si bien el sistema de siembra en camas de germinacion
multiplicaciébn por yemas tratadas con

agua caliente y fria en movimiento, ha mostrado una alternativa para la limpieza de
raquitismo y escaldadura, no se observa eficiencia para la limpieza de virus.

“R. Castillo, Director Programa de Variedades del CINCAE, A. Gomez, Técnico del Proyecto
PROMSA y F. Garcés, Fitopatélogo del CINCAE
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METODOLOGIA DE MULTIPLICACION
1. Tratamiento en agua caliente:

El sistema de multiplicacion in vitro en cafia de azlcar, se inicia con el corte de yemas
provenientes de tallos de cafia de 8 a 10 meses de edad. Las yemas se obtienen con una
maquina “saca yemas” o “sacabocados”, que solamente corta un trozo de 3.5 cm de
largo tipo corcho, con poca cantidad de tejido del tallo, que protege a la yema (Figura 1).
Posteriormente, las yemas son tratadas en agua caliente a 51°C por 1 hora (Victoria, et
al, 1997). Para incentivar una buena germinacion, se puede realizar un pre-tratamiento
colocando las yemas en agua caliente a una temperatura de 50°C por 10 minutos, se
dejan reposar por 8-12 horas y luego se realiza el tratamiento. Las yemas tratadas se
sumergen en una solucién de Vitavax 300 en dosis de 5 gramos por litro de agua, para
evitar el ataque de hongos del suelo posteriormente. Se colocan en una platabanda de
germinacibn con sustrato compuesto por ceniza Yy cachaza (relacion 3:1
respectivamente), luego de 15 dias son trasplantadas a vasos de icopor, con un sustrato
rico en materia organica (Figura 2).

2. Termoterapia:

Cuando las plantas en el vaso de icopor
han desarrollado suficientes raices lo que
generalmente ocurre luego de 10 dias, se
colocan por 21 dias en una incubadora que
proporciona una temperatura de 40°C y 12
horas de luz, a la que se denomina camara de
termoterapia  (Figura  2). Bajo estas
condiciones ambientales, las plantas tienen un
crecimiento acelerado del tejido apical,
produciendo células libres de patégenos.
Durante este periodo, la mayoria de los virus,
bacterias y hongos son eliminados y los
tejidos meristematicos de la parte apical estan
listos para ser extraidos y sembrados en un
medio nutritivo de establecimiento.

Figura 2. Camara de termoterapia y planta
3. Extraccion del meristemo y medios  en vaso de icopor para tratamiento.

de cultivo:

Siendo el meristema apical la region de mayor crecimiento, las células nuevas
escapan a la presencia de virus. Por ello el meristema que se extrae es lo mas pequerio
posible, alcanzando unos 2 mm de largo con dos primordios foliares. Este meristemo se
extrae asépticamente, bajo una camara de flujo laminar horizontal, con la ayuda de un
estereo microscopio (Figura 3). Se coloca en medio de cultivo | basado en las sales de
Murashige y Skoog (1962) (MSI) (Cuadro 1) o medio de establecimiento, que le permite
crecer (elongarse) bajo oscuridad y en agitacion. Luego de 15 dias, este meristemo se
coloca en el medio de multiplicacion denominado MSII (Cuadro 1). Este medio rico en
citoquininas, provoca una proliferacion de tallos laterales, cuyo niumero dependeréa de la
variedad. Generalmente la multiplicacion tiene una relacion de 1 a 10 tallos. Este proceso
se puede repetir hasta obtener varios tallos laterales, que pasaran al medio de
enraizamiento o MSIII con contenidos de auxinas y una reduccién de las citoquininas
(Cuadro 1). Generalmente se recomienda realizar maximo 4 ciclos de multiplicacion,
debido a que se podria provocar variaciones somaclonales, que provocan cambios de
coloracion de tallos o deformaciones de las hojas, asi como albinismos indeseados.



El medio de cultivo de
multiplicacion, permite obtener
rapidamente un namero
adecuado de tallos laterales, que
seran las proximas plantitas para
seguir multiplicando hasta
obtener un nimero adecuado de
plantas para trasplante a gaveta
y luego a campo. Las tasas de
multiplicacion depende de la
variedad, es asi que las
observaciones realizadas en
CINCAE, muestran que la
variedad Ragnar tiene una tasa
de multiplicacibn de 1:10,
mientras que la PR 671070
presenta una relaciébn de 1:27.
La mayoria de variedades

Figura 3. Camara de extraccién de meristemos y frasco con .
plantitas en medio de multiplicacién producen un promedio 10 a 12

tallos por cada meristemo

extraido.

Cuadro 1. Medios de cultivo usados para propagacion de cafia de azUcar
en CINCAE, Ecuador

CANTIDAD DE MEDIO POR LITRO

COMPONENTES™ ESTABLECIMIENTO MULTIPLICACION ENRAIZAMIENTO
MSI MSII MSIII

Sales de Murashige & Skoog 4.3 4.3 4,3

@

Reguladores:

AG; (mg) 0.1 - -

BAP (mg) - 0.2 -

KIN (mg) 0.1 0.1 0.1

ANA (mg) - - 5.0

Componentes organicos:

Tiamina —HCI (mg) 1.0 1.0 1.0

Mio-Inositol (mg) 100 100 100

Otros componentes:

Acido citrico (mg) 150.0 - -

Sacarosa (Q) 20.0 20.0 40.0

pH 5.7 5.7 5.7

* Informacion proporcionada por A. Sanguino, COPERSUCAR-Brasil, 2001

Para certificar la sanidad de las plantas obtenidas por este sistema conocidas como
vitroplantas, es necesario contar con técnicas de diagnotico rapidas y eficientes o
sensibles. Para la bacteria causante de la escaldadura de la hoja (LSD), se usa la
metodologia llamada “Colony Dot Blot Inmunoassay” (CDBIA). Mientras que, para la
bacteria causante del raquitismo de la soca (RSD), se puede diagnosticar usando la
prueba de "Dot Blot Inmunoassay” (DBIA). En el caso de los virus causantes del
sindrome de la hoja amarilla y el Mosaico de la Hoja se emplea la técnica denominada
"Tissue Blot inmonoassay” (TBIA) y DAS-ELISA (Guzmén y Victoria, 2000; Shenck, Hu y
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Lockhart, 1997). Este diagnoéstico se realiza antes de iniciar el proceso y durante las
primeras etapas de multiplicacién, asi como las evaluaciones periddicas en campo.

4. Endurecimiento y trasplante a gavetas

Cuando el medio de cultivo de enraizamiento presenta plantas con suficiente niamero
de tallos laterales y con raices funcionales, se procede a trasplantar a bandejas o camas
para su “endurecimiento” o adaptacion a suelo. Aqui se usan sustratos que pueden ser
suelo organico o arena, cualquiera de los sustratos deben ser pasteurizados para evitar
contaminaciones. Las plantas deben ser colocadas con suficiente humedad, en un
ambiente de temperatura moderada entre los 25 a 35°C y humedad relativa alrededor
del 90%. Si el invernadero es grande, se debe cubrir las plantitas con plastico para evitar
su deshidratacion. Es importante que al sustrato se proporcione los nutrientes necesarios
para un normal desarrollo de las plantas. Generalmente se pueden aplicar fertilizantes
que son usados en cultivos hidropénicos. Luego se adicionan fertilizantes con buenas
concentraciones de nitrégeno para desarrollar tallos y area foliar. Durante el
endurecimiento de las plantitas, se debe cubrir con plastico y sobre éste una cubierta de
polisombra o “Saram” del 60%.

Cuando las plantitas presenten un
sistema radicular fuerte, es decir luego
de 2 a 3 semanas, se trasplantan a
gavetas (Figura 4) donde permaneceran
por dos meses antes de ser
trasplantadas a campo. Durante este
tiempo desarrollaran suficientes raices y
los tallos tendran suficiente vigor para
establecerse en campo y continuar su
crecimiento. Estas gavetas deberan
colocarse suspendidas en alambre
grueso galvanizado en el aire formando
terrazas o mesas hasta el trasplante.
Esto evita la salida de raices por los
orificios de las gavetas. Durante este

tiempo se debe proporcionar S:quCIente Figura 4. Gavetas con plantas provenientes de cultivo
riego (dos o tres veces por dia) y las de tejidos listas para trasplante a campo

plantas se deberan podar o cortar las
hojas superiores a los 20 y 40 dias.

5. Trasplante a campo

Una vez que han transcurrido los 60 dias en las gavetas, las plantas han formado un
buen sistema radicular, se trasplantan a campo. Se puede usar un sistema parecido a la
siembra comercial, en surcos distanciados a 1.50 m, colocando plantas individuales a 70
cm entre ellas. Estas distancias permiten sembrar unas 9523 plantas por hectarea. El
trasplante se puede hacer a maquina cuando el suelo esta completamente suelto. La falta
de maquinas sembradoras hacen que la siembra manual se realice usando un tipo de
“espeque” o haciendo pequefios huecos en el suelo donde se deposita la plantita y se
cubre con suelo hasta la unién del tallo con las raices primarias. Para facilitar un buen
prendimiento se deberd presionar el suelo alrededor de la planta.

El dia anterior al transplante, se debe proceder a regar las plantas en las gavetas
para que su sistema radicular este hiUmedo y no sufran un exagerado estrés. Esta labor
ayuda también a desprender las plantas de la gaveta facilmente. El campo donde se va
ha proceder a plantar el semillero también deberd ser regado con unos dos dias de
anticipacion para que exista suficiente humedad en el suelo.



Luego del trasplante, se debe regar por gravedad para mantener una adecuada
humedad del suelo. Los riegos posteriores dependeran de las condiciones del suelo y las
frecuencias seran igual que una siembra comercial. La fertilizacion para un semillero
debe ser controlado eficientemente y de acuerdo a los andlisis del suelo. Generalmente,
se debe aplicar los principales elementos como son el nitrégeno, fosforo y potasio. En el
caso de fosforo y potasio, éstos deberan ser adicionados al momento de la siembra y en
el fondo del surco. EIl nitrégeno debe aplicarse en dos partes, la primera mitad a los 30
dias y la segunda a los 90 dias luego de la siembra.

6. Establecimiento de semilleros limpios y manejo de cultivo en campo

Las parcelas destinadas para la multiplicacion de semilleros provenientes de cultivo
de tejidos deberan estar aislados de campos contaminados con enfermedades sistémicas,
para evitar una inmediata contaminacion. Igualmente, los lotes que se destinaran a
semilleros deberan ser limpios de cosechas anteriores, que garanticen la pureza varietal
(Castillo, 2003). Por ello se recomienda que sean lotes de barbecho de buen suelo y con
acceso a riegos y drenajes. Las plantas que han pasado por el proceso de limpieza deben
ser manejadas como un semillero de fundacién. Es decir, deben tener un mejor manejo
que un cantero comercial. Esta sera la
fuente de semilla para los semilleros
basicos y luego comerciales (Figura 5).
Estos dltimos semilleros serviran para
producir la semilla requerida para las
siembras comerciales.

Una vez que se ha establecido el
semillero, los riegos y el control de
malezas sera igual que un cantero
comercial. Con respecto a plagas, se
debera hacer una revision periddica del
cultivo a fin de hacer los controles
oportunos y necesarios.

7. Corte del semillero

Figura 5. Plantas provenientes de cultivo de
tejidos sembradas en semilleros de

fundacién. Siendo el semillero la primera fuente

de material de multiplicacion, llamada

semilla de fundacién, éste debe ser manejada adecuadamente. Se debe cuidar de
contaminaciones con los microorganismos que fueron eliminados durante el proceso
descrito anteriormente. El corte debe hacerse con machetes desinfectados en una

solucion de amonio cuaternario al 1% durante 5 a 10 segundos. Con los cuidados
respectivos, los tallos sanos produciran semilla de mejor calidad, facilitando asi la
multiplicaciéon rapida de una variedad. Se puede continuar con la multiplicacion de
yemas, cuya tasa de multiplicacion ayudara a establecer rapidamente nuevos semilleros.
Si se usa el sistema convencional, se esperaria obtener semilla en una tasa de 1 a 10 ha,
en cambio usando el método de yemas se podria aumentar en proporcién de 1 a 60 u 80,
es decir de una hectarea de semilla se puede multiplicar material para sembrar 60 u 80
hectareas.
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