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RESUMEN. Se estableciy na metodologia para ¢l cultive "in vitro" de
meristemnos apicales de cufa de azicar de 0.5 mm de altura. Se estudid la m-
fuaicia de la composicion del medio de nutrientes, la mtensidad de la luz v
la aplicacion de varios métodos de cultivo sobre el crecimunto v la viabili-
dad del tgido. Se logro el 100 % de regeneracian de plantas utihzando un
medio Murashige-Skoog modificado suplememtado con las vitaminas de
Staba. sacarosa (20 g/1.). kinetma (0.5 mg/l.}. 6-benrilammopurina (BAP)
0.5"mg/L. acide giberélico (1"mg/1.), carbén activado (27g/1.) v solidificado
con agar (0.67%).

ABSTRACT. It was established a methodelogy for the culture of sugar cane
apical meristerns with a length of 0.5 mm. The mfiuence of nutnent me-
dium’s composition, lighting mtensity and the application of different wul-
ture methods was studied on the growth and tissuce’s viability. The 100 % of
plant regeneration was obtained using a modified Murashige-Skoog me-
dium, supplemented with Staba’s vitamms, sucrose (20 g/1.), kmetm (0.5
mg/l), 6-benzilamncpurme {BAPY 0.5 mg/1.), giberelic acid {1 mg/L), acti-
vated charceal {2 g/1.) and solidified with agar (0.6 %}.

INTRODUCCION

El tamafio minimo cultivado de meristemos apicales de diferentes
especies vegetales ha oscilado entre 0.2 mm y 0,5 mm de altura.
Esto contempla estrictamente el domo meristematico con hasta 2 pri-
mordios foliares, lo cual garantiza la carencia de tejido vascular, gue
unido a la intensa actividad metabdlica y la alta coneentracion de au-
xinas, hacen posible el saneamiento de plantas infectadas por pato-
genos y confieren al tejido una mayor resistencia al frio en la conser-
vacian a largo plazo mediante la crioconservacion. 27

La aplicacion de esta técnica en cafia de aziicar, generalmente
contemplaba el explante a partir de plantas "in vive" con un tamafio
inicial superior a 3 mm de altura.”” Esto, ademas de resultar incon-
veniente para los propdsitos anteriores, incluye los dafios inherentes
a la esterilizacion superficial del material original. E! cultivo de meris-
temos con un tamafio inicial de 1 mm a_1,5 mm de altura y prove-
nientes de plantas "in vitro", fue factible.® Sin embargo, los requeri-
mientos de cultivo que resultaron favorables para estas condiciones,
no garantizaron el buen desarrolio y la regeneracién de meristemos
de menor tamafio.

Per tal razon, el objetivo dei presente trabajo consistio en estudiar
la influencia de diferentes factores en el cultive "in vitro" de Ja cafa
de aziicar {medio de nutrientes, efecto de la intensidad de la luz y
comparacion de vanos métodos), con vistas a establecer una meto-
dologia capaz de garantizar la viabilidad de los meristemos apicales
de 0,5 mm de altura, aplicable al saneamiento, la crioconservacion y
los programas de mejoramiento.

MATERIALES Y METODOS

El explante de los meristemos se realizd a partir de plantas esta-
blecidas "in vitro”, cultivadas en el medio de propagacion * a una
temperatura de 24°C, un fotoperiodo de 16 h/d y una intensidad de 5
000 28 000 i . La variedad utilizada fue |la C-8751.

Los experimentos se realizaron bajo un estérea-micrascopio colo-
cado en un flujo laminar y los meristemos se explantaran con una al-
turainicial de 0,5 mm.

El cultive de los meristemos se realizd en placas Petri sabre un
medio de nutrientes base (medio 1), compuesto por los elementos
propuestos por Murashige-Skoog’ v suplementado con las vitaminas
de Staba, kinetina 0,5 mg/L, 6-Benzilamino purina (BAP) 0,5 mg/,
sacarosa 20 g/l v solidificado con 0,6 % de agar.

La formulacidn de {as vitaminas de Staba contempla: acido falico
0,5 mgAL, Riboflavina 8,5 mg/L, Biotina 1 mg/L, Pantotenato de calcio
(B3) 1 mg/L, Piridoxina 1 mg/L, Tiamina 1 mg/L, Acido Nicotinico 2
mgl y Cloruro de colina 1 mg/L. El pH del medio de nutrientes se
ajustd a 5.7,

Se estudio la influencia de modificar la composicion del medio 1
mediante |la adicion de:

- carbdn activado (2 g/1)

- diferentes concentraciones de Kinetina y BAP (0,1 a 0,6 mg/l)

- acido giberélico (0,1 a2 mg/L)

Las condiciones de cultivo se mantuvieron controladas como en
el caso de |as plantas donantes respecto a la temperatura (24°C) y el
fotoperiodo (16 h/d}, pero se estudio el efecto de la intensidad de la
luz sobre la regeneracion de las plantas en el intervalo enfre 3 000 a
11000 Ix .

La evaiuacion del crecimiento se realizd mediante la medicion de
los regenerantes a los 15 d, calculandose los % de regeneracion en
planta a los 30 d. Posteriormente, las plantulas se pasaron a un me-
dio de enraizamiento y a tierra.

La efectividad del método propuesto se compard con otros méto-
dos utilizados para el cultivo de meristemos apicales”’e para cafia
de azucar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ei hecho de realizar el explante de los meristemos a partir de
plantas cultivadas "in vitra", permite dispener de un matetial bioiogico
fisiologicamente homogeneo, determinar |a edad del cultivo donante
apropiada para el explante, evitar los dafios al tejido por la utilizacion
de los agentes quimices de esterilizacion, y manipular un materiai
aséptico libre de contaminantes.

La influencia de la composicion def medio de nutrientes en el cul-
tivo de los meristemos se recaoge en las Tablas |-l

La presencia del carbdn activado en el medic de nutrientes ga-
rantize un mejor desarrollo y viabilidad del tejido (Tabla 1). Ei medio
base sin carbdn, reflejo retrasos en el crecimiento y una recupera-
cidn que no rebaso el 70 %._ El efecto favorable de este componente
esta relacionado con su capacidad de adsorpcion de los fenoles y
ofras sustancias oxidadas toxicas a fas células. ™

TABLA |

Efecto de! carbon activado en el medio de nutrientes sobre la via-
bilidad de los meristermos
. . Crecimiento (mm) = Regeneracion
Medio de Cullivo imie ( ) gene de

) ... 15d . Plantas (%) 30d
i . |
A) Medio 1 + Carb- 9,000 100
... OnAct : I
. B) Medio 1 - Carb- 6.110 70
on Act.

1 - .

Roca et al."', observaron durante la conservacion de apices de
ylca a corto y mediano ptazo, la posibilidad de limitar la degradacion
clarofilica y la necrosis de la raiz utlizando carbon activado en ef me-



dio de nutnentes. lguaimente se ha comprobado su efectividad en
los medios de recuperacién luego de la crioconservacion de meriste-
mos de palma de aceite.'?

Para los reguladores del crecimiento la mejor combinacion en el
medio fue la concentracian de 0,5 mg/L para ambos componentes
{Tabla 1).

TABLAII

Efecto de la concentracion de citoguininas en e! medio de nutrien-
tes sobre ia viabilidad Qr-:_ los meristemos

: I | ;
Soneertacer | Recimiento (om)
(mg/) asb |
Kinetina 6-benzil amino
. . o, N putina
0,1 0400 . 0400
02 10,760 | 0,600
03 8,060 ! 4,870
04 8,380 6,890 .
0,5 8,770 _ 8,460 .
0,6 8790 | 8450

Soncentracién de cada citoquinina en el medio A de la Tabla |

Concentraciones superiores no diferenciaron significativamente
ios resultados, ademas de que pueden producis aberraciones cromo-
somicas y pérdidas de ias caracteristicas originales de la planta. No
obstante, el nivel hormonal disponible al eultivo resulta inferior debi-
do a la presencia del carbon activado en el medio. 13,14

En cuanto a acido giberélico la concentracion dé 1 mg/l resultd
‘4 mas adecuada con relacion al crecimiento, la viabilidad por su par-
te se mantuvo constante en ei rango estudiado (Tabia ). Concen-
fraciones superiores ~7 incrementaron los resultados (datos no mos-
rados).

TABLA I

Efecto de la concentracion de acido giberélico en el medio de nu-
trientes sobre la viabilidad de los meristemos

Concentracion De o : _
acido giberelico Crecimiento (mm) Regeneracion de

gy P pantas ()
0 . 3032 | _._86
01 _ i 9067 | 83
0 5308 | 83
20 | 6,596 8.

Coneentracion de acido giberélico en el medio A de la Tabla 1

La mejor combinacion de medio de nutrientes se empleo para el
cultivo de los meristemos a diferente intensidad de luz. Los resulta-
dos obtenidos con relacién a la regeneracion de plantas, reflejan la
iluminacion de 8 000 ix como la mas favorable. (Tabla V).

TABLA IV

Efecto de la intensidad de la luz sobre |la regeneracion de
plantas

| ﬁegeneradondeplantas |

- - 3
fluminacion(107b) | " (%) (00) |
~ 3 5
e &
5 ! 76 o
7 i 96 R
8 ! 100
10 ] 91 |
i 80 ‘

La Tabla V demuestra la efectividad del método desarrollado
para el cultivo de los meristemos de cafa de aziicar de 0,5 mm en
comparacién con otros métodos empleados para €l cultivo de meris-
temos apicales. No sélo se evidencid un crecimiento acelerado del

tejido, sino que ademas fue posible la regenera '<n de! 100 % en
plantas.

Las Figuras 1 2 y 3 muestran diferentes
meristemos.

~as del cultvo de

CONCLUSIONES

Se establecié una metodologia para el cultiva "in vitro" de meris-
temos apicales de cafia de aziicar de un tamafio minimo, la cual ga-
rantiza el desarrollo adecuado del tejido y el 100 % de su regenecra-
¢idn en pltantas.

La misma comprende:

El explante de los meristemos con hasta dos primordios foliares a
partir de plantas cultivadas "in vitro". Su cultivo en un medio Murashi-
ge-Skoog modificado con {a adicion de ias vitaminas de Staba, saca-
rosa 20 g/L, kinetina 0,5 mg/L, BAP 0,56 mgi, acido giberélico 1
mg/L, carbén activado 2 g/ v solidificado con agar al 0,6%. La tem-
peratura controlada a 24°C y un fotoperiodo de 16 h/d can una inten-
sidad de 8 000 Ix.

.Fig.1y 2. Plantas regeneracdas por cultivo de
meristemos y pasadas al medio de enralzamlento.

.Fig.3. Plantas enralzadas y pasadas a tlerra.



TABLAV

Aplicacién de diferentes metodos de cultivo sobre la viabili-

dad de los meristemos

Metodo | Crecimiento (mm) ; Regeneracion de

! 15d plantas (%) 30d
Morel et al, 1954 0,681 ; 0
Lee T.5.G., 1986 0,972 30
Gnozalez Amao et : E
1988 , 2,330 ‘ 30
| Gonzalez Amao et 1
al, 1989 9,000 o 100
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E sistema posibilita la aplicacién
médica del ozono en sus diversas formas
de administracién sobre la base de su
poder germicida, estimulante de los
procesos de transporte y metabolizacion
del oxigeno y su efecto modulador de la
respuesta bioldgica, Se aplica con éxito
en: enfermedades infecciones,
vasculares, reumaticos, degenerativas y
es Util en Oftalmologia, Caumatologia,
Angiologia, Gastroenterclogia, Geriatria,

Terapia intensiva, etcétera.

DATOS TECNICOS

3 Produccion de 0zona: Regulable a
concentraciones

O entre 2 y 100 mgil

O Consumo de electricidad: 0,3 kWh {max)
[ Enfriamiento: por aire

Q Consumo de axigeno: en dependencia del
tratamiento

Producido y exportado por:
CNIC
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